UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

THAIS DE ARAUJO MARQUES FERREIRA

SINTESE E AVALIACAO FARMACOLOGICA DE NOVOS LIGANTES PPAR
PLANEJADOS A PARTIR DO CARDANOL

Brasilia

2014



THAIS DE ARAUJO MARQUES FERREIRA

SINTESE E AVALIACAO FARMACOLOGICA DE NOVOS LIGANTES PPAR
PLANEJADOS A PARTIR DO CARDANOL

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da Faculdade de Saulde,
Universidade de Brasilia, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias

Farmacéuticas.

Orientador: Dr. Luiz Antonio Soares Romeiro

BRASILIA

2014



Autorizo a reproducao e divulgacao apenas do resumo deste trabalho, por qualquer
meio convencional ou eletrénico, para fins de ensino, estudo ou pesquisa, desde que

citada a fonte.

Catalogacao da Publicacao

Ficha Catalografica




THAIS DE ARAUJO MARQUES FERREIRA
SINTESE E AVALIA(;AO FARMACOLOGICA DE NOVOS LIGANTES PPAR
PLANEJADOS A PARTIR DO CARDANOL
Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-Graduacdao em Ciéncias
Farmacéuticas, Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, como
requisito parcial a obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovado em 8 de agosto de 2014.

Banca Examinadora

Prof. Dr. Luiz Antonio Soares Romeiro - Universidade de Brasilia — UnB

Profa. Dra. Maria Laura Bolognesi - Alma Mater Studiorum Universita di
Bologna — UNIBO

Profa. Dra. Marie Togashi - Universidade de Brasilia — UnB

Profa. Dra. Angélica Amorim Amato - Universidade de Brasilia — UnB



Essa dissertacédo é dedicada a meus pais, Ana Marta, Ronan e André,
incentivadores do meu futuro, e a meu irmao Matheus, melhor amigo de todas
as horas.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela constante presenca, pelas bencdos a mim concedidas e
pela realizacdo de mais um sonho.

Aos meus pais, Ana Marta, Ronan e André, palavras ndo séo suficientes
para expressar minha gratidao por todo o apoio, estimulo e amor incondicional.

A meu irmdo, Matheus, pelos momentos de forca, descontracdo e
amizade.

Ao Prof. Dr. Luiz Romeiro pela paciéncia, orientacdo, discussoes
tedricas, pelas oportunidades engrandecedoras e por todo o aprendizado.
Obrigado por me ajudar a trilhar o caminho da Quimica Medicinal.

Aos meus amigos do LADETER pelo incentivo, convivéncia e
companheirismo.

Aos meus amigos da universidade e a meus irméos filhos de outros pais,
Ligia, Rodrigo, Thais, Jordana e Leticia por estarem sempre presentes, pelos
momentos de lazer, pelo incentivo e amor transmitidos.

A Prof. Dra. Silvia Alcanfor e Margareth Amaral dos Santos Marques da
Central Analitica da Universidade Catélica de Brasilia (UCB) pela realizacdo
dos espectros no Infra-vermelho (IV) e pesagem das amostras.

Ao Prof. Dr. Edilberto Silveira e Msc. Patricia Nascimento do Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso de Ressonancia Magnética Nuclear
(CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara pela concessdo dos
espectros de RMN *H e RMN 13C.

A Prof. Dra. Carolyn Cummins e Lilia Magomedova do Nuclear Hormone
Receptors in Human Health and Disease da Universidade de Toronto (UofT)
pela realizacdo dos ensaios farmacologicos.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoas de Nivel Superior
(Capes) pela concesséo de bolsa de estudos.

Ao CNPq (Br, #473389/2009-6 e 490203/2012-4) pelo apoio financeiro.

A banca examinadora por aceitar o convite, e desde ja pelas criticas e

contribuicdes no enriquecimento do trabalho.



RESUMO

FERREIRA, Thais de Araujo Marques Ferreira. Sintese e Avaliacao
Farmacologica de Novos Ligantes PPAR Planejados a Partir do Cardanol.
Brasilia, 2014. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) -

Faculdade de Ciéncias da Saude. Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais, PPARa e PPARYy,
atuam como fatores de transcricdo, regulando processos metabdlicos
envolvidos na dislipidemia e diabetes. Uma vez que as atuais terapias
medicamentosas destinadas a este fim apresentam limitacdes, a busca por
novos ligantes PPAR tem sido alvo de intensas pesquisas. No ambito de uma
linha de pesquisa que visa a utilizacdo de lipideos fendlicos do LCC no
planejamento racional de novos ligantes, descrevemos o planejamento, a
sintese e a avaliacao farmacoldgica de novos ligantes PPAR obtidos a partir do
cardanol. A estratégia sintética levou a obtencdo de dois intermediarios e
dezenove derivados em rendimentos que variaram de 62% a 99%. Os
resultados farmacoldgicos referentes a ativacao de PPARa, PPARB/® e PPARy
evidenciaram a capacidade dos ligantes atuarem como ativadores de
transcricdo, com ECso variando de 0,20 uM a 42,70 uM. Os ésteres derivados,
LDT15 (24, ECso 3,45 pM ) e LDT480 (32, 3,90 uM), apresentaram melhor
perfil transcricional em PPARa com atividade de agonistas parciais.
Considerando a atividade como agonistas totais frente a PPARy destacaram-se
os derivados B-oxacido LDT477 (34, ECso 14,0 uM) e o diéster LDT480 (32,
21,0 uM). LDT480 (32) também foi considerado o composto mais ativo para
PPARB/®, sendo caracterizado como um “pan-agonista”. Os referidos derivados
levaram a expressao de genes relacionados a captacdo (FABP1 e CD36) e
oxidacdo (FgF1l, PDK4 e CPT1) de acidos graxos em hepatocitos primarios, e
foram considerados indutores de adipogénese em células 3T3-L1. Estudos em
osteoblastos, sobre a cascata inflamatdria, bem como na modulacdo de
secretases e avaliagdo farmacoldgica in vivo dos melhores compostos
compreendem as perspectivas deste trabalho para validagdo do planejamento
estrutural visando a obtencao de agonistas duais PPARaly.

Palavras-chave: Diabetes; PPAR; LCC; Cardanol.



ABSTRACT

FERREIRA, Thais de Araujo Marques Ferreira. Synthesis and
Pharmacological Evaluation of New PPAR Ligands Designed From
Cardanol. Brasilia, 2014. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —

Faculdade de Ciéncias da Saude. Universidade de Brasilia, Brasilia, 2014.

The peroxisome proliferator activated receptors, PPARa and PPAR gamma, act
as transcription factors, regulating metabolic processes involved in dyslipidemia
and diabetes. Once the current drug therapies have limitations, the search for
new PPAR ligands has been the subject of intense research. In the scope of a
research program aiming to use the CNSL phenolic lipids, we describe the
design, synthesis and pharmacological evaluation of novel PPAR ligands
obtained from cardanol. The synthetic strategy led to obtaining two intermediate
nineteen derivatives in yields ranging from 62% to 99%. The pharmacological
results concerning the activation of PPARa, PPARB / & and PPAR showed the
ability of the ligands to acting as activators of transcription, with ECso ranging
from 0.20 pM to 42.70 pM. The ester derivatives, LDT15 (24, ECso 3.45 pM)
and LDT480 (32, ECso 3.90 puM), showed better PPARa transcriptional profile
with partial agonist activity. Considering the activity as full agonists front PPAR
highlights were derived B-oxyacid LDT477 (34, ECso 14,0 uM) and the diester
LDT480 (32, 21,0 uM). LDT480 (32) was also considered the most active
compound for PPARB / 8, being characterized as a "pan-agonist." The
derivatives led to the expression of genes related to uptake (FABP1 and CD36)
and oxidation (FgF1, PDK4 e CPT1) of fatty acids in primary hepatocytes, and
were considered inducers of adipogenesis in 3T3-L1 cells. Studies in
osteoblasts on the inflammatory cascade, as well as the modulation of
secretases, and in vivo pharmacological evaluation of lead compounds are the
perspectives of this work to validate the structural design aimed to obtaining

dual agonists of PPARaly.

Keywords: Diabetes; PPAR; CNSL; Cardanol.
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1.INTRODUCAO

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARS), membros
da familia de Receptores Nucleares (RN), em contato com ligantes sdo regulados
atuando como fatores de transcricdo por meio da regulacédo da expresséo de genes.
Os PPARs dividem-se em trés subtipos PPARa, PPARB/d e PPARy, os quais
possuem distribuicdo e acOes diferentes nos tecidos, especificidade quanto ao
ligante, distintas funcdes fisiolégicas, mas que juntos coordenam o0 metabolismo
energético (AMATO, 2008; ANDRADE, 2008; GRYGIEL-GORNIAK, 2014;
LIBERATO, 2009; LIN, et al., 2009; PIRAT, et al., 2012).

Os fibratos, agonistas sintéticos PPARa, controlam o metabolismo lipidico,
através da reducdo dos niveis de triglicerideos e aumento dos niveis de colesterol
HDL (CHEN et al., 2014; MANORIA et al., 2013; SAHEBKAR et al., 2014). Por sua
vez, as tiazolidinadionas, agonistas PPARy, agem sensibilizando os receptores
celulares a acdo da insulina e reduzindo os niveis de glicose no plasma. Embora
apresentem efeitos favoraveis, a sintese de novos ligantes com acdo mediada por
PPAR tem sido alvo de intensas pesquisas, uma vez que essas terapias
medicamentosas apresentam limitacdes, devido a quadros de toxicidade hepatica e
renal, problemas cardiovasculares, ganho de peso, dentre outros efeitos adversos
(AMATO, 2008; ANDRADE, 2008; MANSOUR, 2014).

A combinacdo dos efeitos anti-lipidémicos de PPARa e anti-diabéticos de
PPARYy apresenta potencial beneficio para o tratamento da sindrome metabdlica,
diabetes tipo 2, hiperglicemia, dislipidemia aterogénica, e até mesmo em doencas
relacionadas ao diabetes, cujo mecanismo permanece obscuro, como na doenca de
Alzheimer. Diferentes mecanismos demonstram a associagdo entre diabetes tipo 2 e
doenca de Alzheimer, seja por resisténcia quanto a acdo da insulina, ou inducdo da
formacao de peptideo B amiléide no cérebro (BORTOLINI et al., 2013; MANSOUR,
2014; NENOQV et al., 2014; XU et al., 2014).

No ambito de uma linha de pesquisas que visa a utilizacdo terapéutica de
lipideos fendlicos nédo-isoprenoides de Anacardium occidentale, este trabalho
descreve o planejamento e a sintese de novos ligantes PPAR planejados a partir do
cardanol, derivado do liquido da casca de castanha de caju (LCC). A longa cadeia

alquilica do cardanol possui caracteristicas relevantes para o reconhecimento
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hidrofobico por residuos complementares nos sitios de reconhecimento molecular
bem como no desenvolvimento de novas funcionalidades por meio de
interconversao de grupos funcionais (RODRIGUES et al., 2006; VASAPOLLO et al.,
2011).

1.1 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES PEROXISSOMAIS

Membros da familia de Receptores Nucleares, os PPARs foram identificados
em 1990 com a primeira clonagem em roedores, possuindo um dos maiores sitios
de ligacdo e estando vinculados a regulacdo de diversos processos metabdlicos,
como por exemplo, a regulacdo da homeostase da glicose, e da inflamacéo, divisdo
e diferenciacdo celular e depuracdo de toxinas (AMATO, 2008; ANDRADE, 2008;
LIBERATO, 2009; TAVARES et al., 2007; PIRAT, et al., 2012).

Em humanos, os PPARs dividem-se em trés subtipos que possuem
distribuicdo e acdes diferentes nos tecidos, especificidade quanto ao ligante,
distintas funcdes fisiolégicas, mas que juntos coordenam o metabolismo energético.
Neste sentido temos PPARa ou NR1C1, membro 1 do grupo C da sub-familia 1 dos
RN, codificado por genes localizados no cromossomo 22; PPARB/® ou NR1C2,
codificado por genes localizados no cromossomo 6, e PPARy ou NR1C3, codificado
por genes localizados no cromossomo 3 (AMATO, 2008; ANDRADE, 2008;
GRYGIEL-GORNIAK, 2014; LIBERATO, 2009; LIN, et al., 2009; PIRAT, et al., 2012;
SAHEBKAR et al., 2014).

Os PPARa sdo amplamente expressos em tecidos metabolicamente ativos,
como no figado, tecido adiposo, rins, cérebro, coracdo e musculo esquelético, e
reconhecem &cidos graxos enddgenos tanto saturados quanto insaturados. O papel
principal dos PPARa é captar e oxidar acidos graxos, modulando a cascata
inflamatoria, além de participar do metabolismo de lipoproteinas, diminuindo
triglicerideos e aumentando c-HDL (colesterol-HDL) (ANDRADE, 2008; GRYGIEL-
GORNIAK, 2014; LIN et al., 2009; WERNER et al. 2014; ZAWARE, 2011). Os
fibratos, agonistas sintéticos PPARa, sao utilizados como hipolipemiantes, reduzindo
as taxas de colesterol e triglicerideos na circulacdo sanguinea (CHEN & YANG,
2014; PIRAT, et al., 2012).

Os PPARy sao encontrados em abundancia nos adipdcitos, estando

presentes em niveis menores no baco, em células endoteliais, musculatura lisa e
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macrofagos. Estes atuam na regulacdo e diferenciacdo de adipocitos, na
homeostase da glicose, no balanco energético, na sensibilizacdo dos receptores a
acao da insulina, metabolismo lipidico e na regulacdo de processos inflamatérios e
cardiovasculares (ANDRADE, 2008; GRYGIEL-GORNIAK, 2014; LIN et al., 2009;
PIRAT, et al., 2012).

O gene relacionado ao PPARy da origem a trés isoformas: o PPARy1
amplamente expresso no coracdo, pancreas, rins, baco, intestino delgado e em uma
variedade de tecidos; o PPARy2 presente principalmente no tecido adiposo e
PPARy3 expresso restritamente nos macrofagos e no intestino grosso (GRYGIEL-
GORNIAK, 2014; TAVARES et al., 2007; TYAGI et al., 2011).

O PPARy possui como ligantes enddgenos acidos graxos poliinsaturados,
acido nitrooléico, o derivado de prostaglandina 15d-PGJ2, enquanto as
tiazolidinadionas representam os ligantes sintéticos, regulando o metabolismo da
glicose e sensibilizando os tecidos insulino-resistentes (CHOI et al., 2011; GRYGIEL-
GORNIAK, 2014; JIA et al., 2014; LIBERATO, 2009).

Por sua vez, os PPAR [3/8, subtipo menos elucidado, podem ser encontrados
na maioria dos tecidos, incluindo tecido adiposo, figado, rim, intestino, muasculo
esquelético e coracdo, e atuam na oxidacdo de &cidos graxos, regulacdo do
metabolismo de lipideos e do colesterol, na regulacdo dos niveis de glicose,
proliferacéo e diferenciacdo celular e na regulacédo de processos inflamatdrios. Seus
ligantes enddgenos sédo acidos graxos de cadeia longa (AMATO, 2008; ANDRADE,
2008; GRYGIEL-GORNIAK, 2014; LIN et al., 2009; PIRAT et al., 2012).

O bezafibrato (1) (Figura 1), correspondente da classe dos fibratos, é
caracterizado com um pan-agonista, tendo a capacidade de ativar os trés subtipos,
PPARa/B/y (CHEN et al., 2014; GRYGIEL-GORNIAK, 2014; ZHONG et al., 2011).

Figura 1: Estrutura molecular do pan-agonista, bezafibrato (1).
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1.2 PPAR: ORGANIZACAO MOLECULAR E MECANISMO DE ATIVACAO

Todos os 48 componentes da familia de RN, que compreendem os receptores
do hormoénio da tiredide (TRs), vitamina D, PPAR e receptor do acido retindico
(RXR), possuem organiza¢cdo molecular comum, sendo constituidos por um dominio
Amino-terminal, um dominio central de ligacdo com o DNA ou DNA Binding Domain
(DBD), um dominio curto de conexao denominado dobradica ou hinge, um dominio
de ligacao ao ligante ou Ligand Binding Domain (LBD), e por fim, o dominio Carboxi-
terminal (Figura 2) (AMATO, 2008; MANSOUR, 2014; NASCIMENTO, 2009;
SPEECKAERT et al., 2014).

Figura 2: Dominios funcionais da estrutura molecular dos Receptores Nucleares, incluindo regido
amino terminal, DBD, hinge, LBD e regido carbéxi-terminal.

N- C-
terminal . terminal
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Fonte: Proprio autor.

O dominio N-terminal é constituido de sequéncias variadas de aminoacidos,
sendo a regido menos conservada dos receptores, com funcdo de transativacéo
independente de ligantes, dominio AF1, que permite a interacao do receptor com co-
ativadores e outros fatores de transcricdo. O DBD, regido mais conservada do
receptor, tem como funcédo principal o reconhecimento de sequéncias especificas do
DNA, chamadas de elementos responsivos ao PPAR (PPER), com sequéncia
hexanucleotidica consenso AGGTCA, e ativacdo de genes. O hinge ou regido de
dobradica possui um papel flexivel, servindo de elo entre o dominio central e o
dominio C-terminal. O LBD é responsavel pela interacdo do receptor com o ligante e
pela ativagdo ligante-induzida. Por fim, o dominio AF2 envolvido na interagao
transcricional com co-ativadores e correpressores (AMATO, 2008; ANDRADE, 2008;
LIBERATO, 2009; MANSOUR, 2014; NASCIMENTO, 2009; SPEECKAERT et al.,
2014).

A ativacdo da expressao génica (Figura 3) pelo PPAR da-se no momento da
interacdo do ligante agonista com o dominio LBD do PPAR no nucleo celular. Na

sequéncia, ocorre a formacédo do heterodimero constituido de PPAR e receptor do
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acido 9-cisretindico X, RXR. A expressédo do gene alvo é regulada pela ligacdo do
heterodimero PPAR-RXR a extremidade 3’ e 5’ do elementos responsivos ao PPAR
(PPRE) e repeticbes de sequéncias consenso AGGTCA separadas por nucleotideos
localizados em sitios regulatérios de cada gene. Os receptores sofrem alteracéo
conformacional, permitindo o desligamento de proteinas co-repressoras e o0
ancoramento de proteinas co-ativadores, dando inicio a ativacdo da maquinaria de
transcricdo de genes (AMATO, 2008; LIBERATO, 2009; MCMULLEN et al., 2014;
NASCIMENTO, 2009; PESSANHA, 2007; PIRAT, et al., 2012).

Figura 3: llustracdo do mecanismo de ativacéo da expressao génica pelo PPAR e seus efeitos
regulatérios de transcri¢éo.
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Fonte: Adaptado de WAGNER, 2010.

Na forma nao ligada, quando o ligante ndo esta interagindo com o PPAR, a
transcricdo génica € reprimida. O heterodimero PPAR-RXR conectado aos PPRE
encontra-se em sua forma inativa e pode ser visualizado no citoplasma e no nucleo
celular, ligado a proteinas co-repressoras, que recrutam desacetilases de histonas
responsaveis pela inativacdo da transcricdo génica. As desacetilases condensam a
estrutura da cromatina no local da interacao entre o receptor e os PPRE, impedindo
a ativacdo da maquinaria basal. Na interacdo com o ligante, 0s receptores sofrem

alteracdo conformacional permitindo o desligamento das proteinas co-repressoras e
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0 ancoramento de proteinas co-ativadoras com atividade de acetilases de histonas,
responsaveis por modificar a estrutura da cromatina, ativando a transcricdo génica
(AMATO, 2008; LIBERATO, 2009; NASCIMENTO, 2009).

1.3 PPAR COMO ALVO TERAPEUTICO

1.3.1 PPAR no diabetes

A insulina € um horménio sintetizado no pancreas pelas células B das ilhotas
de Langerhans. Este horménio é responsavel pela manutencao dos niveis de glicose
plasmatica por meio da inibicdo da gliconeogénese no figado, formacéo de glicose
proveniente de carboidratos, e pela estimulacdo da captacdo de glicose pelos
tecidos insulino-sensiveis, figado, tecido adiposo, musculo esquelético e musculo
cardiaco. A insulina também controla o metabolismo de lipideos e proteinas,
proliferacdo celular, divisdo celular, dentre outras funcdes celulares vitais para o
pleno funcionamento do organismo (ANDRADE, 2008; CARVALHO-FILHO et al.,
2007; GOLAN, 2009; PRAMOJANEE et al., 2014).

Na presenca de metabolismo anormal de lipideos, carboidratos e/ou proteinas
tem-se o diabetes, que pode ser desencadeado pela producgéo insuficiente ou
anormal de insulina pelas células B ou por fatores extrapancreaticos, como a
resisténcia dos receptores celulares a acdo da insulina, levando a hiperglicemia
sustentada (GOLAN, 2009; MAHENDRA & BISHT, 2011; SANTO et al., 2012).

O receptor de insulina (Figura 4) € composto por duas subunidades a e duas
subunidades B, ligadas por ligacdes dissulfeto. Para que a atividade intrinseca da
insulina ocorra, esta precisa ser reconhecida pela subunidade a de seu receptor
contido na célula alvo, modificando assim a estrutura conformacional da subunidade
B, permitindo sua autofosforilacdo em tirosina quinase. O mecanismo da insulina na
via de sinalizacdo requer a fosforilacdo de residuos de tirosina em substratos
protéicos 1 ou 2 do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) para que se tenha a agéo
positiva do horménio, envolvido em acgBes metabdlicas e no crescimento
(CARVALHO-FILHO et al.,, 2007; GOLAN, 2009; PRAMOJANEE et al., 2014,
WAKAYAMA et al., 2014).

Defeitos na via de sinalizacdo da insulina ocasionam intolerancia a glicose,

implicando em compensacao metabdlica pelas células B, que aumentam a sintese
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de insulina, levando o individuo a apresentar hiperinsulinemia permanente. Além do
acumulo de glicose, a elevacgao de triglicerideos e acidos graxos, inflamacao cronica
e fatores genéticos também resultam em resisténcia (JOHNSON & OLEFSKY, 2013;
SILVA et al., 2010).

Figura 4: Cascata de ativacdo do receptor de insulina.
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Fonte: CHOI & KIM, 2010.

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) classifica o diabetes em quatro
tipos com distintas etiologias. O diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes gestacional
e “outros tipos de diabetes”, estando incluidos como causa do diabetes, defeitos
genéticos nas células 3 e doengas no pancreas (DIVINS, 2009).

O diabetes tipo 2, que segundo Chen e colaboradores (2014) afeta cerca de
90-95% dos diabéticos, é caracterizado pela redugéo da utilizacdo da insulina pelo
figado e tecidos periféricos, devido a tolerancia dos receptores a agdo da insulina,
apresentando o individuo producéo normal, elevada ou deprimida deste horménio. O
individuo doente acaba apresentando hiperglicemia persistente, ocasionada pela
insuficiéncia relativa de insulina, e com o avanco da doenca podem ser vistos
polidria, perda de peso e complicacbes secundarias, por exemplo, nefropatias

diabéticas, sindrome hiperosmotica, retinopatia, aterosclerose e problemas
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cardiovasculares (CHEN; LIN & SHIH, 2014; GOLAN, 2009; MAHENDRA & BISHT,
2011; SANTO et al., 2012).

O diabetes ja é considerado uma epidemia mundial, sendo estimado pela
Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) que aproximadamente 366 milhdes de
pessoas no mundo possuiam o diagnostico de diabetes tipo 2 em 2011, e até 2030,
552 milhdes de pessoas serdo afetadas por essa desordem metabdlica (FREITAS &
GARCIA, 2012; MANORIA et al., 2013; PATEL; BUTTERS & ARNETT, 2014).

A ativacdo de PPARy aumenta a sensibilidade a insulina, onde ha duas
hipéteses. Na primeira, a ativagcdo de PPARYy no tecido adiposo reduz a lipdlise e
aumenta a lipogénese nos adipdcitos, através da diminuicdo dos niveis séricos de
acidos graxos e triglicerideos, que sao transferidos da corrente sanguinea para o
tecido adiposo. Considerando a segunda hipotese, genes especificos induzem o
metabolismo da glicose e o aumento da sinalizacdo celular (ANDRADE, 2008;
GAMA, 2010; TAVARES et al., 2007).

Figura 5: Estrutura molecular das tiazolidinadionas, agonistas sintéticos PPARY.
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Fonte: Proprio autor.

As tiazolidinadionas (TZD) agem sensibilizando os receptores celulares a
acao da insulina e reduzindo os niveis de glicose no plasma através da regulacao da
transcricdo génica pela interacdo seletiva com PPARYy. Esta classe de farmacos
composta pela rosiglitazona (2), pioglitazona (3) e troglitazona (4) (Figura 5), possui
efeito direto nos adipécitos, figado, macrofagos, musculo esquelético e sistema
nervoso central. Embora sejam excelentes antidiabéticos, as TZDS possuem
utilizacao clinica restrita, devido a efeitos adversos severos que incluem retencéo de

liguidos, ganho ponderal, hemodiluigdo, perda de massa éssea e faléncia cardiaca
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em 15% dos pacientes (AMATO, 2008; DIVINS, 2009; HAN et al., 2014; JIA et al.,
2014; LIBERATO, 2009; PIRAT, et al., 2012).

1.3.2 Dislipidemia e Obesidade

Caracterizada por hipertrigliceridemia, reducéo dos niveis de colesterol HDL e
elevacdo de LDL, a dislipidemia € uma desordem, que juntamente a obesidade, é
considerada fator de risco a comorbidades, como aterosclerose, problemas
cardiovasculares e diabetes (MANORIA et al., 2013; PADMANABHAN &
ARUMUGAM, 2014; SAHEBKAR et al., 2014).

A resisténcia dos receptores celulares quanto a acdo da insulina é
considerada a principal e mais comum causa para o desenvolvimento de
dislipidemia em pacientes com diabetes tipo 2. Adicionalmente, a dislipidemia é
considerada o maior fator de risco para predisposicdo de diabetes tipo 2,
demonstrando que o metabolismo de lipideos e da glicose estdo intimamente
interligados (MANORIA et al., 2013; MANSOUR, 2014).

O aumento dos niveis de acidos graxos na circulagdo sanguinea proveniente
da resisténcia insulinica nos adipdcitos, resulta em defeitos no transporte e na
interacao intracelular dos AG com proteinas. Tem-se um acumulo de AG no figado,
gque estimula a secrecdo de VLDL, resultando em hipertrigliceridemia, a
anormalidade lipidica inicial da dislipidemia. Por sua vez, o excesso de lipideos na
dislipidemia é responsavel por alterar a via de sinalizagdo da insulina, quando o
tecido adiposo torna-se incapaz de armazenar toda a quantidade de lipideos que
sdo armazenados em outros orgdos, como no musculo e no figado, induzindo
insulino-resisténcia, que ocorre na obesidade. Além do excesso de lipideos na
obesidade, tem-se o aumento de acidos graxos livres e saturados, que ativam
mecanismos pro-inflamatorios, induzindo a ativagdo de genes envolvidos no
mecanismo de resisténcia a insulina (JOHNSON & OLEFSKY, 2013; MANORIA et
al., 2013.

Agonistas PPARy promovem a reduc¢ao de acidos graxos livres no tecido
adiposo e no figado, por estimularem sua deposi¢cdo, reduzindo lipotoxicidade e
inflamagcé@o no figado, ilhotas de Langerhans, rins e macrofagos. A ativacdo de

PPARy também aumenta a proliferacdo e diferenciacdo de adipdcitos, onde
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adipdcitos menores sdo mais sensiveis a insulina (APRILE et al., 2014; BORTOLINI
et al., 2013; HOME, 2011).

Nos ultimos 30 anos, os fribratos (Figura 6), agonistas sintéticos PPARaq,
comprendem os medicamentos mais utilizados para o tratamento de dislipidemia,
controlando o metabolismo lipidico, atraves da redugcdo dos niveis de TGs e
aumento dos niveis de c-HDL. No entanto, o uso dessa classe de medicamentos é
limitada, devido a quadros de toxicidade hepética e renal, miopatia e colelitiase,
dentre outros efeitos adversos (CHEN et al., 2014; MANORIA et al.,, 2013;
SAHEBKAR et al., 2014).

Figura 6: Estrutura molecular dos compostos constituintes da classe de medicamentos fibratos,
agonistas sintéticos PPARa.
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Fonte: Proprio autor.
1.3.3 Doenca de Alzheimer

A DA (Doenca de Alzheimer) constitui a forma mais comum de deméncia,
com mais de 35,6 milhdes de pacientes afetados no mundo. Considerada uma
doenca neurodegenerativa e idade associada, a DA € caracterizada pelo acumulo e
deposicao de placas de peptideo B amiléide extracelular, formacdo de emaranhados
neurofibrilares, inflamagdo crénica do cérebro, bem como, por acumulagéo
intraneuronal de proteina tau, resultando em perda da memoria progressiva e
declinio cognitivo com severa atrofia neuronal (AICARDI, 2013; CHEN & ZHONG,
2013; CORREIA et al., 2012; HIEKE et al., 2010).
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De acordo com a hipbétese amildide, a amiloidogénese € um processo
complexo que resulta na formacao de diferentes espécies amildides. Oligoméros de
peptideo BA e fibrilas amildides formadas por espécies hidrofébicas de BA42, estdo
relacionadas a patogénese da DA e a toxicidade sinaptica. Oligoméros soluveis A
ligam-se as sinapses e ativam vias de sinalizagdo que resultam em hiperfosforilacdo
da proteina tau, estresse oxidativo, perda e deterioracao das sinapses (HIEKE et al.,
2010; XU et al., 2014).

Diferentes mecanismos demonstram a associacao entre diabetes tipo 2 e
doenca de Alzheimer, seja por resisténcia quanto a acdo da insulina, ou inducdo da
formacdo de peptideo B amildide no cérebro, ocasionado por hiperinsulinemia,
ambos apresentando o diabetes tipo 2 como um fator de risco para DA. De acordo
com Correia e colaboradores (2012), em estudo realizado pela Mayo Clinic em
pacientes com DA, 80% dos pacientes apresentaram quadro de diabetes tipo 2 ou
niveis de glicose elevados no sangue (BARTL et al., 2013; CHEN & ZHONG, 2013;
CORREIA et al., 2012; NENOV et al., 2014; XU et al., 2014).

Devido as similaridades entre o diabetes tipo 2 e a DA, incluindo
epidemiologia, manifestacbes clinicas, alteracdes patoldgicas e mecanismos
fisiopatologicos, alguns autores atribuiram o termo “diabetes tipo 3” a resisténcia
insulinica ocasionada no cérebro, refletindo a disfuncdo ocasionada pela resisténcia
e a deficiéncia de insulina visualizadas na DA (CHEN & ZHONG, 2013; CORREIA et
al., 2012).

A resisténcia a insulina aumenta a deposicao cerebral de proteina tau. Apés a
fosforilacdo dos residuos de tirosina em IRS (Figura 4, Pag. 26), mecanismos
intracelulares sdo sinalizados, ativando a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K),
responsavel pela ativacdo de mediadores que regulam os efeitos metabdlicos da
insulina, sendo um deles, glicogénio sintetase quinase 3 (GSK3). A ativacdo de
GSK-3, facilita a atividade da [-secretase na formacado do peptideo (B-amildide e
induz a hiperfosforilagdo de proteina tau, resultando em emaranhados
neurofibrilares. Por outro mecanismo, a insulina é degradada pela Enzima que
Degrada Insulina (IDE), também responsavel pela degradagcdo do peptideo B-
amiloide, ou seja, em casos de hiperinsulinemia tem-se a reducéo da degradacao de
B-amiléide (BARTL et al., 2013; LEON et al., 2011; PRAMOJANEE et al., 2014;
WAKAYAMA et al., 2014).
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O maior fator de risco genético para a DA esporadica é a variagcéo alélica na
apolipoproteina E (ApoE). Lipoprotéina que promove a degradacdo proteolitica de
formas soluvéis de peptideo p-amildide, e que possui sua expressao transcripcional
regulada por PPARYy. A administragdo de agonistas PPARYy reduz a transcricéo das
variacoes alélicas de ApoE, resultando em diminui¢cao dos nivéis de $-amiléide, além
de promover beneficios cognitivos em modelos animais, sendo esse mecanismo
dependente da ApoE (CRAMER, et al. 2012).

A DA nao apresenta tratamento terapéutico efetivo. Nenov (2014), Xu (2014),
Mannelli (2014) e seus colaboradores propuseram PPARy como um importante alvo
terapéutico para o tratamento da DA em pacientes com concomitante desregulacéo
dos niveis de insulina. J& que em modelos animais e em pacientes com DA inicial
foram detectados beneficios cognitivos e nas memorias quando tratados com o
agonista PPARYy rosiglitazona.

PPARy possui efeitos anti-inflamatérios e anti-estresse oxidativo por
ocasionar o aumento de reguladores mitocondriais, permitindo a modulacdo da
plasticidade sinaptica no hipocampo, minimizando a neuroinflamacéo e contribuindo
para a remoc¢ao de peptideo BA. Além disso, PPARYy possui atividade inibitéria de y-
secretase. Como relatado anteriormente, a agregacdo de peptideo BA42 é
responsavel pela formagcao dos oligbmeros encontrados na DA. Peptideo fA42 € um
fragmento proteolitico resultante da clivagem sequencial da proteina precursora
amiléide (PPA) pelas aspartil proteases, 3-secretase e y-secretase. A inibicdo de y-
secretase tem sido vista como um dos alvos mais promissores para o tratamento da
DA (HIEKE et al., 2010; HIEKE et al., 2011; XU et al., 2014).

1.4 LIPIDEOS FENOLICOS DE Anacardium occidentale

Metabolitos secundarios obtidos através de plantas vém sendo intensamente
utilizados para o desenvolvimento de novos farmacos. A presenca de um grupo
polar, uma regido de ligacdo e uma calda hidrofofica sdo trés dos elementos
essenciais, segundo Grygiel-Gorniak (2014), para ativacdo de PPAR. Elementos
esses que podem ser encontrados nos lipideos fendlicos isolados do liquido da
casca da castanha de caju (LCC), que apresentam grupo fendlico, cadeia alifatica de

15 carbonos e diferentes graus de insaturacdo, permitindo diversos tipos de
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modificacdo molecular (BALACHANDRAN et al.,, 2013; RODRIGUES et al., 2006;
VASAPOLLO et al., 2011).

O cajueiro, Anacardium occidentale, amplamente encontrado por todo o
Nordeste brasileiro, tem sido descrito ha anos como importante fonte medicinal. A
arvore é composta por um pedunculo floral, pseudofruto, e por um fruto, chamado de
castanha de caju. Por sua vez, a casca da castanha de caju compreende o
mesocarpo esponjoso alveolado repleto de um liquido escuro, caustico e inflamavel,
denominado de liquido da casca da castanha do caju, onde na parte interna da
casca esta a parte comestivel do fruto, a améndoa (BALACHANDRAN et al., 2013;
MAZZETTO & LOMONACO, 2009).

O LCC é obtido durante o beneficiamento das améndoas, representando 25%
do peso da castanha, e é usado para fins medicinais e industriais. Este liquido € rico
em lipideos fendlicos nao-isoprenoides (Figura 7) que podem ser extraidos de
diversas maneiras por extracdo com solvente ou obtido a partir do beneficiamento da
castanha como LCC técnico (BALACHANDRAN et al.,, 2013; RODRIGUES et al.,
2006; VASAPOLLO et al., 2011).

Figura 7: Constituintes do Liquido da Casca da Castanha de Caju: 4cidos anacérdicos (9), cardandis
(10), carddis (11) e metilcardois (12).
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Acidos anacardicos (9) Cardanais (10) Cardois (11) Metilcardois (12)

CisHar

CysHog
g 1’
/\/\/\/\/:\/:\/\
CisHo7
g 11 14

NN NN TN N —
CisHas

Fonte: Proprio autor.

Na extracdo por solvente as castanhas sédo fragmentadas em pedacos e
adicionadas em aparelho Soxlet, onde ha o processo de extracdo continua a quente
com etanol. O liquido natural obtido contém misturas de acidos anacardicos (9) (60-
65%), cardandis (10) (10%), carddis (11) (15-20%) e tracos de metilcarddis (12)
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(LADETER, 2010; LIMA et al., 2008; MAZZETTO; LOMONACO, 2009; RODRIGUES
et al., 2006).

O LCC técnico é composto principalmente por cardandis (60-65%), pela
descarboxilacdo dos acidos anacardicos submetido a altas temperaturas sendo
convertido em cardandis (10), carddis (11) (15-20%), material polimérico (10%), e
tracos de metilcarddis (12) (BALACHANDRAN et al.,, 2013; MAZZETTO &
LOMONACO, 2009; RODRIGUES et al., 2006; VASAPOLLO et al., 2011).

A longa cadeia alquilica do cardanol (10) (Figura 8) possui caracteristicas
relevantes para o reconhecimento hidrofébico por residuos complementares nos
sitios de reconhecimento molecular bem como no desenvolvimento de novas
funcionalidades por meio de interconversdo de grupos funcionais. O grupo fenol
reativo oferece versatilidade sintética, e, por fim, o anel aromatico, permite
interacbes -1, tornando o cardanol um importante precursor quimico
(BALACHANDRAN et al.,, 2013; RODRIGUES et al., 2006; VASAPOLLO et al.,
2011).

Figura 8: Possibilidades de modificacéo na estrutura do cardanol (10).

|

OH

~eyT o

I

Fonte: Proprio autor.

1.5 NOVOS LIGANTES PPAR

Desde o surgimento das TZDs varios compostos moduladores seletivos de
PPARy foram criados e registrados no FDA (Food and Drug Administration), mas
descontinuados por também ocasionarem efeitos desfavoraveis (GILARDI et al.,
2014; PIRAT, et al., 2012). Assim como relatado por Amato (2008), acredita-se que
agonistas parciais sejam mais seguros e efetivos que os que levam a ativacao
completa e ndo seletiva, como no caso das TZDs. Por sua vez Choi e colaboradores
(2011) apontam que os efeitos desfavoraveis das TZDs estdo relacionados ao

agonismo classico.
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Os trabalhos desenvolvidos por Usui (2006), Zaware (2011), Gilardi (2014) e
seus colaboradores discorreram sobre a importancia de ligantes duais PPARa/y para
diminuir a concentracéo de triglicerideos e aumentar os niveis de HDL em modelos
animais de resisténcia a insulina. A combinacdo dos efeitos antilipidémicos de
PPARa e antidiabéticos de PPARYy apresenta potencial beneficio para o tratamento
da sindrome metabdlica, diabetes tipo 2, hiperglicemia, dislipidemia aterogénica, e
até mesmo em doencas relacionadas ao diabetes, cujo mecanismo permanece
obscuro, como na doenca de Alzheimer. E plausivel que agonistas duais
apresentem beneficio terapéutico em relacdo aos efeitos adversos observados em
compostos agonistas de PPARa e PPARy, uma vez que apresentaram atividade
parcial (BORTOLINI et al., 2013; MANSOUR, 2014).

Figura 9: Estrutura molecular de agonistas sintéticos duais PPARaly.
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Fonte: Proprio autor.

Compostos agonistas duplos PPARa/y (Figura 9) foram desenvolvidos, mas
nao foram aprovados pelo FDA devido aos mesmos efeitos adversos das TZDs.
Ragaglitazar (13) e naveglitazar (14) contribuiram para o aumento dos casos de
cancer na bexiga e hiperplasia. Por sua vez, tesaglitazar (15) apresentou riscos de

toxicidade hepatica e renal, enquanto muraglitazar (16) elevou o0 risco



35

cardiovascular, durante o uso clinico, e desta forma foram descontinuados (GILARDI
et al.,, 2014; GRYGIEL-GORNIAK, 2014; PIRAT, et al., 2012; SILVA et al., 2010;
WERNER et al. 2014). No entanto, aleglitazar (17), atualmente em estudos de fase
[ll, demonstrou efeitos benéficos no metabolismo lipidico e na reducao dos niveis de
glicose plasmética, mas segundo Sahebkar e colaboradores (2014), os estudos
foram interrompidos devido a presenca de fraturas 0sseas, problemas cardiacos e
gastrointestinais.

O diabetes tipo 2 e suas complicacbes secundarias configuram-se como
problemas de saude publica. O desenvolvimento de farmacos anti-diabéticos
buscando a melhora da resisténcia insulinica, assim como da hiperlipidemia é
necessario. As vantagens terapéuticas de agonistas duais PPARa/y merecem
destaque, apesar dos agonistas tesaglitazar e muraglitazar haverem sido
descontinuados (PARK et al., 2013). HA mais de 40 anos, farmacos com acgéo
mediada por PPAR vém sendo utilizados para o controle glicémico e na homeostase
de lipideos. A partir das informacdes sobre os mecanismos de acdo ora
estabelecidos, a seguranca terapéutica destas classes de farmacos pode ser
modificada (BORTOLINI et al., 2013; GILARDI et al., 2014).

Desta maneira, a sintese de novos ligantes com ac¢do mediada por PPAR tem
sido alvo de intensas pesquisas, uma vez que as atuais terapias medicamentosas
apresentam limitacdes. Em adicdo, o desenvolvimento de novos ligantes € essencial
visando maior conhecimento a respeito do papel fisioldgico destes receptores, seus
mecanismos e caracteristicas farmacodinamicas (AMATO, 2008; ANDRADE, 2008;
CHEN & YANG, 2014; CHOI et al., 2011).
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

No ambito de uma linha de pesquisa que visa o desenvolvimento de novos
ligantes com acdo mediada por PPAR, o presente estudo teve como objetivo a
sintese e avaliacdo farmacoldgica de novos ligantes duais PPARaly, planejados a
partir da mistura de cardandis (10).

2.1.1 Objetivos Especificos

Compreendem os objetivos especificos:
e A sintese e a caracteriza¢cdo dos intermediarios e produtos finais;
e A avaliacdo do perfil farmacolégico dos compostos-alvo quanto a ativacao
transcricional do PPAR em modelos experimentais in vitro;
e A avaliacdo do perfil farmacologico dos compostos-alvo quanto a expressao
de genes envolvidos na captacéo e oxidacdo de acidos graxos;
e A avaliacdo do perfil farmacoloégico dos compostos-alvo quanto a expressao

de genes envolvidos na diferenciacdo de adipdcitos.
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3.PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os derivados-alvo foram planejados a partir da simplificagdo molecular do
composto lider desenvolvido por Lin e colaboradores (2009), de forma a gerar novos
padrées moleculares com arcabouco estrutural complementar aos residuos de
aminoacidos dos receptores PPARa/y (Esquema 1). Neste sentido, foram planejados
dois padrbes moleculares: i. no qual ha presenca da subunidade alfa-
ariloxicarboxilica visando interacdo com a triade de aminoacidos H449, Y473 e
H323, bem como modulacao da subunidade pentadecila; ii. onde a cadeia lateral dos
derivados planejados contém oito grupos metilenos, comprimento em torno de 19 A,
apresentando maior flexibilidade conformacional que o derivado proposto por Lin e
colaboradores, bem como a substituicdo da arilcetona terminal por &cido carboxilico,

visando interacao ion-ion com o residuo Arg288.

Esquema 1: Planejamento racional de ligantes agonistas PPAR.

H449
N
Y42©\ <1
N
H
OH
Simplificagao Molecular >

— .m.x(z/[ :/>

Fonte: Proprio autor.
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4.ESTRATEGIA SINTETICA

A rota sintética para a obtencdo dos derivados-alvo compreendeu a
exploracdo de procedimentos sintéticos classicos de interconversdo de grupos
funcionais, por exemplo, O-alquilacdo, ozondlise, adicdo nucleofilica, oxidacao,
hidrolise alcalina e condensacao com reagentes contendo hidrogénios ativados, sob
condi¢cdes experimentais a temperatura ambiente, sob refluxo e radiagdo micro-
ondas.

Neste sentido, o planejamento sintético iniciaria com a hidrogenacéo catalitica
do cardanol monoinsaturado utilizando Pd/C em etanol visando o derivado saturado
LDT10 (18). Em seguida LDT10 (18) seria submetido a rea¢gdes de metilacdo com
iodeto de metila na presenca de K2COs para obteng&o do derivado LDT27 (20), e
acetilacdo com anidrido acético e acido fosférico em forno MO visando a obtencéo
do derivado LDT12 (19). Por fim, reacdo de O-alquilacgdo com o 2-haloéster
correspondente na presenca de K2COs em acetona forneceria 0s derivados
betaoxaésteres. Os ésteres-derivados seriam submetidos a hidrélise alcalina com
hidroxido de litio conduzindo aos respectivos acidos carboxilicos, finalizando a série
1.

Na série 2, a mistura de cardanois (10) seria acetilada e submetida a
ozondlise em banho acetona/gelo seco e o intermediario ozonideo secundario, ndo
isolado, seria reduzido com hidreto metalico, levando ao derivado diidroxilado LDT71
(22). Por sua vez, o LDT71 (22) seria submetido a reacédo de metilacdo na presenca
de iodeto de metila, conduzido ao derivado metilado (23), seguido de oxidagdo com
reagente de Jones, e posteriormente reacdo de esterificagdo com iodeto de etila,
originando o derivado. Para outros derivados, LDT71 (22) seria submetido a reacao
de O-alquilacédo regioespecifica com os 2-haloésteres na presenca de K2COs em
acetona, sob refluxo, levando aos derivados betaoxaésteres. Estes serédo
submetidos a reacdo de oxidacdo aos carbometoxiacidos correspondentes, os quais
sob hidrdlise com hidroxido alcalino fornecerdo os derivados diacidos. Por sua vez,
0s carbometoxiacidos também serdo submetidos a reacdo de esterificacdo com
iodeto de etila, fornecendo os derivados diésteres, finalizando a série. O

planejamento para ambas as sérires esta delineado no Esquema 2.
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Esquema 2: Planejamento sintético dos derivados-alvo.
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a. Hy, Pd/C, EtOH; b. O5/0, AcOE, -78°C; ¢. BFYCO,Et, K,CO5 Acn; d. Jones, Acn; e. LIOH, THF-H,0I f. DIAD, PhgP, 4-HOPh(CH,),CO,Et; g) i. SOCI, ArX, CdX, Mg

Fonte: Proprio autor.

A caracterizacdo das estruturas de intermediarios e produtos finais dar-se a
partir da obtencdo e andlise de espectros de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono-13, realizados no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Cearg;
e espectros no infravermelho realizados na Central Analitica da Universidade
Catdlica de Brasilia.

A avaliacdo da atividade farmacoldgica seria realizada a partir de ensaio de
gene reporter, mensurada em unidades relativas a luciferase, estudo em hepatocitos
primarios e estudo de diferenciacdo de adipdcitos em colaboracdo com a

Universidade de Toronto.
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5.PARTE EXPERIMENTAL

5.1 GENERALIDADES, MATERIAIS E METODOS

O planejamento e a sintese dos derivados-alvo foram realizados na
Universidade Catolica de Brasilia no Laboratério de Desenvolvimento de Estratégias
Terapéuticas (LADETER).

Os reagentes e solventes quimicos utilizados neste trabalho foram adquiridos
das indistrias Sigma-Aldrich® (EUA) e Tedia® (EUA). Os solventes acetonitrila
(MeCN), anidrido acético e diclorometano (DCM) foram previamente secos com
hidreto de célcio e destilados antes do uso.

As reacdes de substituigdo nucleofilica (Sn2) foram realizadas em forno micro-
ondas doméstico Brastemp® modelo BMK38ABHNA JetDefrost com capacidade de
38 L e poténcia de 900 W.

As reacdes e purificacfes foram monitoradas por meio de cromatografia em
camada delgada (ccd), utilizando cromatofolhas (5,0 x 1,5 cm) de silica Kieselgel 60
F254 em aluminio com espessura de 0,25 mm (SILICYCLE®) e visualizadas através
de lampada de UV (254-366 nm), que permitiu o célculo do fator de retencédo (RF).
Para a purificacdo dos compostos foi utilizada cromatografia em coluna com gel de
silica G60 (70-230 mesh) SILICYCLE®.

Os solventes foram evaporados a pressdo reduzida utilizando evaporador
rotatério Tecnal® TE-211, conectado a sistema de vacuo com pressdo variando
entre 10 e 0,1 mmHg.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
Espectrofotdmetro Perkin Elmer modelo Spectrum BX, empregando pastilhas de
brometo de potéassio (KBr) ou na forma de filme liquido em placa de cloreto de sédio
(NaCl) da Central Analitica da Universidade Catdlica de Brasilia — UCB. Os valores
para as absorgbes (vmax) sdo referidos em numeros de ondas utilizando como
unidade o centimetro reciproco (cm™),

As andlises por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H) e
carbono-13 (RMN *3C) foram realizadas no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara
(Figura 10), e os espectros obtidos a 300 MHz e 75 MHz ou a 500 MHz e 125 MHz
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respectivamente, verificados em aparelho Bruker Avance DRX300 e DRX500. Para
a realizacdo dos testes, as amostras foram solubilizadas em CDCIs, tendo
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os valores de deslocamento quimico
(8) sao referidos em parte por milhdo (ppm) em relagdo ao TMS e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). As &areas dos sinais foram obtidas por integracéo
eletrbnica e suas multiplicidades descritas como: simpleto (s); simpleto largo (sl);
dupleto (d); duplo dupleto (dd); tripleto (t) e multipleto (m).

Figura 10: Numeracéo e legendas empregadas no assinalamento de sinais em RMN 'H e RMN 13C.

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio - RMN H
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Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio - RMN 3C
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H Ar\/\/\/\/\Y}z CO,H;
CH, 8 6 4 2 CO,CH,CHj
Ar ¢ COCH; Mlm
CH,CO,CH,CH;
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Fonte: Proprio autor.

A avaliacdo da acdo farmacologica dos compostos foi realizada na
Universidade de Toronto, por meio de ensaio de gene repérter, em que se visualizou
a capacidade de emissao de luz luciferase, indicativa da indugdo da transcricdo
génica mediada por PPAR, ensaio em hepatOcitos primarios e ensaio de
diferenciacdo de adipocitos, determinando a atividade dos possiveis ligantes
agonistas de PPAR na captacdo e oxidagdo de acidos graxos, bem como na

adipogénese.
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5.2METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

5.2.1 Obtencéao da Mistura de Cardanois (10) a Partir do LCC Técnico

Cis5H31.n
n=2

O cardanol monoinsaturado (10) (MM = 302,494 gmol?) foi purificada a partir
de destilado do LCC técnico fornecido pela RESIBRAS, por meio de coluna
cromatografica em gel de silica, eluida com mistura de hexanos, em rendimento de

90% em relacdo a massa total aplicada.

5.2.2 Obtencéao do Derivado 3-Pentadecilfenol (LDT10, 18)

H, PdiC
, R
EtOH
HO HO CisHzp

C15H31_n

Em um frasco de hidrogenacdo foram adicionados 10,00 g de cardanol
monoinsaturado (10) (33,058 mmol) e etanol (30,0 mL). A solucéo foram adicionados
0,22 g de catalisador paladio (Pd/C) e a mistura submetida a hidrogenacéo catalitica
sob pressao de 60 psi em reator Paar, a temperatura ambiente durante 3 horas. A a
mistura foi filtrada em funil sinterizado, para retirada do catalisador, e o solvente foi
evaporado a pressao reduzida. ApGs purificacdo em coluna cromatografica eluida
com mistura hexano/diclorometano (1:1), o derivado saturado, LDT 10 (18), foi
fornecido.

3-Pentadecilfenol (LDT10, 18)
Salido branco

/@\ Rendimento (90%)

Rf: 0,35 (DCMso%:Hexsow%)
Ponto de fusao: 44-45°C

Férmula molecular: C21Hz60
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IV (KBr) vmax cmt: 3337 (v on); 2916 (vas cHz); 2848 (vs cHz); 1592, 1458 (v c=c).

RMN H (500 MHz, CDCls): & 0,92 (t, J = 6,8, 3H, 15); 1,29-1,33 (m, 24H, 3-14);
1,60-1,62 (m, 2H, 2); 2,58 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1); 6,68 (d, J = 9,9 Hz, 2H, 2' e 4’); 6,78
(d,J=7,4Hz, 1H, 6): 7,16 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN 13C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHa, 15); 22,9 (CHa, 14); 29,6-29,9 (CH2, 3-12);
31,5 (CHz, 2); 32,2 (CHz, 13); 36,0 (CHz, 1); 112,7 (ArCH, 2); 115,6 (ArCH, 4); 121,2
(ArCH, 6'); 129,6 (ArCH, 5'); 145,2 (ArC, 1’); 155,6 (ArCO, 3).

5.2.3 Obtencéao do Derivado Acetato de 3-Pentadecilfenila (LDT12, 19)

AC,OH,PO, 0
—
MO, Pt I
HO CigHy ~— *OW34 ~">o CisHz

Em um erlenmeyer (100,0 mL) foram adicionados 2,00 g (6,568 mmol) de
cardanol saturado (18), 1,22 mL de anidrido acético (13,0 mmol) e acido fosférico (2
gotas). A mistura foi submetida a reacdo de acetilacdo em forno micro-ondas
doméstico, a poténcia de 450 W, durante 3 minutos (3 x 1’). Em seguida, a mistura
foi extraida com acetato de etila (3 x 10,0 mL) e as fracdes organicas reunidas foram
lavadas com solucédo salina saturada (10,0 mL) e seca sob sulfato de sodio anidro.
Apds evaporacdo do solvente a pressdo reduzida, a mistura foi purificada por
cromatografia em coluna contendo silica em gel, eluida com mistura de hexano e

diclorometano, fornecendo o acetato de cardanolila (LDT12, 19).

Acetato de 3-Pentadecilfenila (LDT12, 19)

|c|> /@\ Solido branco
0 CysHag Rendimento (91%)

Rt 0,70 (DCMso%:Hexsow%)
Ponto de fusao: 46-48°C

Férmula molecular: C23Hzs02

IV (KBr) vmax em™: 2917 (v cha); 2850 (v cHz); 1630 (v c=0); 1364, 1325, 1308 (v c=c);
1165 (v cHz); 1148 (v c-0).
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RMN H (300 MHz, CDCls): 5 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,26-1,31 (m, 27H, 3-14);
1,59-1,64 (m, 2H, 2); 2,60 (m, 5H, ArOCOCHS3, e 1); 6,72 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 4°); 6,79
(s, 1H, 2'): 7,63 (d, 1H, J = 8,1 Hz, 5').

RMN 13C (75 MHz, CDCla): § 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH2, 14); 26,6 (ArOCOCHSs); 29,4-
29,9 (CHz, 3-12); 30,8 (CHz, 2); 32,1 (CHz, 13); 36,4 (CH2, 1); 118,0 (ArCH, 4'); 119,7
(ArCH, 6'); 130,8 (ArCH, 5'); 153,2 (ArC, 1'); 162,8 (ArCO, 3'): 204,0 (ArOCOCHs3).

5.2.4 Obtencéo do Derivado 1-Metoxi-3-pentadecilbenzeno (LDT27, 20)

Mel
[ —" .
K,CO,, Acn, ~
HO CisHz 65°C, 24h o CisHz

A um baldo (100,0 mL) foram adicionados 1,00 g de LDT10 (18) (3,283
mmol), 0,90 g de carbonato de potassio (6,567 mmol), 0,52 mL de iodeto de metila
(8,209 mmol) e acetona (25,0 mL). O sistema reacional foi submetido a refluxo, sob
agitacdo magnética, por 24 horas. Na sequéncia, a acetona foi evaporada a pressao
reduzida, o residuo extraido com éter (3 x 10,0 mL) e as fracBes organicas reunidas
lavadas com solucdo de acido cloridrico 10% (30,0 mL), solucdo salina saturada
(30,0 mL) e seca sob sulfato de sédio anidro. O solvente foi evaporado a pressao
reduzida e o residuo purificado em coluna de gel de silica eluida com mistura

hexano-diclorometano (1:1), fornecendo o derivado LDT27 (20).

1-Meto6xi-3-pentadecilbenzeno (LDT27, 20)

Liquido incolor
O CisHap Rendimento (78%)

Rt 0,95 (DCM)

Formula molecular: C23H410
IV (KBr) vmax cm™t: 2923 (vs cHz); 2852 (vs cHz); 1601, 1584, 1488, 1465 (v c=c), 1259

(vas Arc-0-cH3), 1047 (vs c-0).
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RMN H (300 MHz, CDCls): & 0,91 (t, J = 6,5, 3H, 15); 1,28-1,32 (m, 24H, 3-14);
1,60-1,65 (m, 2H, 2); 2,60 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,82 (sl, 3H, ArOCH3); 6,77 (m, 3H,
2, 4 e 6); 7,22 (m, 1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14); 29,6-29,9 (CH», 3-12);
31,6 (CHz, 2); 32,2 (CHz, 13); 36,3 (CHz, 1); 55,3 (ArOCHs); 111,0 (ArCH, 4’); 114,4
(ArCH, 2°); 121,0 (ArCH, 6'); 129,3 (ArCH, 5'); 144,8 (ArC, 1); 159,8 (ArCO, 3).

5.2.5 Obtencao do Derivado 3-(8-Hidréxioctil)fenol (LDT71, 22)

10,/0,,

MeOH/DCM,
ACOM,PO, /J\ _78°C, 240
MO Pt ii NaBH4
HO CisHatn 450w, 331 CisHsin  Etom, 16hr HO 7 OH

Em um erlenmeyer (125,0 mL) foram adicionados 12,00 g de cardanol
monoinsaturado (10) (39,406 mmol), anidrido acético destilado (12,0 mL) e acido
fosforico (12 gotas). A mistura foi submetida a reacdo de acetilacdo em forno de
micro-ondas doméstico, a poténcia de 450 W, durante 3 mim (3 x 1’). Na sequéncia,
o residuo foi extraido com acetato de etila (3 x 15,0 mL) e as fracbes organicas
reunidas lavadas com solucdo de bicarbonato de sodio 5% (20,0 mL), solucdo de
acido cloridrico 10% (20,0 mL), solucéo salina saturada (20,0 mL) e seca sob sulfato
de sodio anidro. Ap6s evaporacdo do solvente a pressdo reduzida, a mistura
reacional foi purificada por cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com
diclorometano, fornecendo o composto desejado em rendimento de 73%.

Em um baldo para ozondlise (250,0 mL) foram adicionados 10,00 g de
cardanol monoacetilado (21) (33,058 mmol), diclorometano (20,0 mL) e metanol
(20,0 mL). O balédo foi adaptado ao ozonizador com fluxo de ozonio por 80 minutos,
sob banho de gelo seco/acetona. Na sequéncia, o ozonideo secundario, de
coloragéo alaranjada e aspecto translucido, foi submetido a redugcdo com borohidreto
de sobdio, onde foram utilizados dois beéqueres de 600,0 mL, nos quais foram
acrescentados 5,00 g do intermediario ozonideo (14,427 mmol), 60,0 mL de metanol
e 590 g de hidreto de boro e sdodio (158,704 mmol), sob banho de gelo
seco/acetona. Ao final da adicdo do hidreto de boro e sodio a reacdo permaneceu

seis horas, sob agitacdo magnética. Em seguida, a mistura foi acidificada com acido



50

cloridrico concentrado a pH 3,0 e o residuo extraido com acetato de etila (3 x 30,0
mL) e as fracbes organicas reunidas lavadas com solucao salina saturada (30,0 mL)
e seca sob sulfato de sodio. Apds a evaporacédo do solvente, o produto foi purificado
em coluna com gel de silica, eluida com diclorometano, cloroférmio e

posteriormente, cloroférmio e etanol, levando ao derivado diidroxilado (LDT71, 22).

3-(8-Hidroxioctil)fenol (LDT71, 22) Liquido Incolor

/@\M/\ Rendimento (79%)
HO ; ~OH Rt 0,33 (CLF: EtOH 30%)
Formula molecular: C1aH2202

IV (KBr) vmax cm™: 3351 (v oH); 2929 (vas cHz); 2855 (vs cHz); 1589, 1456 (vc=c).

RMN H (300 MHz, CDCla): & 1,30 (s, 8H, 3-6); 1,53-1,59 (m, 4H, 2 e 7); 2,54 (t, J =
7,6 Hz, 2H, 8); 3,66 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 8); 6,65 (dd, J = 8,1 Hz, J = 2,5 Hz, 1H, 4);
6,67 (sl, 1H, 2'); 6,71 (d, J= 7,6 Hz, 1H, 6'); 7,19 (dd, J = 7,8 Hz, 1H, 5').

RMN 13C (75 MHz, CDCla): § 25,8 (CHz, 6); 29,2 (CH2, 5); 29,4 (CHz, 4); 29,5 (CHo,
3); 31,3 (CHz, 2); 32,7 (CHz, 7); 35,9 (CHz, 1); 63,2 (CH20H, 8); 112,8 (ArCH, 4);
115,6 (ArCH, 2'); 120,8 (ArCH, 6'): 129,5 (ArCH, 5'); 144,9 (ArC, 1°); 156,0(ArCO, 3).

5.2.6 Obtencéao do Derivado 8-(3-Metéxifenil)octan-1-ol (LDT72, 23)

/©\$4/\ o
HO . “OH K,COj3, Acn, \O “SOH

65°C., 24h

Em um baldo (100,0 mL) foram adicionados 1,00 g de LDT71 (22) (3,782
mmol), 1,04 g de carbonato de potéassio (7,565 mmol), 0,60 mL de iodeto de metila
(9,456 mmol) e acetona (25,0 mL). A mistura foi submetida a refluxo sob agitacao
magnética, durante 24 horas. Na sequéncia, a acetona foi evaporada a pressao
reduzida, e o residuo extraido com acetato de etila (3 x 10,0 mL). As fracbes
orgéanicas reunidas foram lavadas com solugéo de acido cloridrico 10% (30,0 mL),

solucéo salina saturada (30,0 mL) e seca sob sulfato de sodio anidro. O solvente foi
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evaporado a pressao reduzida e o residuo purificado em coluna de gel de silica
eluida com mistura hexano-diclorometano (1:1), originando o derivado LDT72 (23).

8-(3-Metoxifenil)octan-1-ol (LDT72, 23)

Liquido incolor
\O/©\(\/)/7\OH Rendimento (80%)
Rf: 0,40 (DCM)

Formula Molecular: CisH240:2

IV (KBF) vmax cmt: 3351 (v on); 2929 (vas cHz); 1602, 1464, 1260, 1051 (v c=c), 776

(Vas Arc-0-cH3), 695 (vs c-0).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 1,33 (m, 8H, 3-6); 1,54-1,58 (m, 2H, 7); 1,60-1,63 (m,
2H, 2); 2,59 (t, J = 6,0 Hz, 2H, 1); 3,64 (t, J = 6,0 Hz, 2H, 8); 3,81 (s, 3H, ArOCHb3);
6,72-6,79 (M, 3H, 2’4’ e 6); 7,18-7,21 (m, 1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCla): § 25,9 (CHz, 5); 29,6 (CH2, 5); 29,4 (CHz, 4); 29,5 (CHo,
3); 31,5 (CHz, 2); 32,9 (CH2, 7); 36,2 (CHz, 1); 55,3 (ArOCH3); 63,2 (CHz, 8); 110,9
(ArCH, 2'); 114,4 (ArCH, 4’); 121,1 (ArCH, 6); 129,3 (ArCH, 5); 144,7 (ArC, 1);
159,7 (ArCO, 3)).

5.2.7 Obtencéo dos Derivados B-oxaéster LDT15 (24) e LDT296 (28).

/@\ BrCH,CO,Et /@\
_—
HO R K,CO;, Acn, \/Oﬁlﬂo R
O

t.a., 24h

R = C;gH,, (LDT10) ou R = Cy4H,, (LDT15) ou
CgHysOH (LDT71) CgHiOH (LDT296)

A um baldo (125,0 mL) foram adicionados os fendis 18 (1,36 g; 4,485 mmol)
ou 22 (1,00 g; 4,497 mmol), carbonato de potassio (2,00 eq) e acetona (50,0 mL). A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética durante 60 minutos, e entdo, foi
adicionado 2-bromoacetato de etila (1,25 eq). A reagao prosseguiu sob agitacéo
magnética, a temperatura ambiente por 24 horas. Apos redugdo do volume de

solvente a pressdo reduzida, a mistura foi extraida com acetato de etila (2 x 30,0
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mL) e as fragdes organicas reunidas foram lavadas com solucéo de &cido cloridrico
10% (30,0 mL), solucdo salina saturada (20,0 mL) e seca sob sulfato de sdédio
anidro. O solvente foi evaporado a presséo reduzida e os residuos purificados em
coluna de gel de silica, eluida com mistura cloroférmio-diclorometano (2:1),
originando os éster-derivados LDT15 (24) e LDT296 (28).

2-(3-Pentadecilfenoxi)acetato de etila (LDT15, 24)
Solido branco

~_O Rendimento (90%)
Wﬁo CisHz

o Rt 0,5 (Hex: AcOEt 40%)

Ponto de fusao: 30-31°C

Férmula molecular: C2s5H4203
IV (KBr) vmax cm™: 2918 (vs cH2); 2850 (vs cH2); 1753 (vc=0); 1612, 1586, 1490, 1466
(ve=c), 1242 (vas o-c(0)-c); 1096 (vs c-o-c).

RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,27-1,29 (m, 24H, 3-14);
1,31 (t, J = 7,0 Hz, 3H, ArOCH2CO2CH2CHs); 1,57-1,62 (m, 2H, 2); 2,58 (t, J = 7,5
Hz, 2H, 1); 428 (g, J = 7,0 Hz, 2H, ArOCH2CO2CH2CHa); 4,61 (s, 2H,
ArOCH2CO2CH3); 6,71 (dd, J = 8,1 Hz, J = 2,5 Hz, 1H, 4’); 6,76 (s, 1H, 2); 6,81 (d, J
= 7,6 Hz, 1H, 6); 7,19 (dd, J = 7,8 Hz, 1H, 5').

RMN 13C (125 MHz, CDCls): § 14,3 (ArOCH2CO2CH2CHs); 14,4 (CHs, 15); 22,9
(CHz2, 14); 29,5-29,9 (CH2, 3-12); 31,5 (CHz2, 2); 32,1 (CHz, 13); 36,2 (CH2, 1); 61,5
(ArOCH2C02CH2CHs); 65,6 (ArOCH2C02CH2CHs); 111,6 (ArCH, 4); 115,3 (ArCH,
2'); 122,1 (ArCH, 6’); 129,4 (ArCH, 5°); 145,0 (ArC, 1’); 158,0 (ArCO, 3’); 169,3
(ArOCH2C0O2CH2CHs).

2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi)acetato de etila (LDT296, 28)
/@\M/\ Liquido amarelo
\/Oﬁlﬂo ™>oH Rendimento (62%)
© Rt 0,55 (CLF:EtOH 40%)

Formula molecular: CisH2s0,
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IV (KBr) vmax cm: 3421 (v on); 2929 (vas cHz); 2855 (vs cHz); 1761 (ve=0); 1596, 1458,
(ve=c), 1205 (vas o-c(0)-c); 1093 (vs c-o-c).

RMN 'H (300 MHz, CDClz): & 1,27-1,32 (m, 3H, ArOCH2CO2CH2CHs; 8H, 3-6);
1,53-1,59 (m, 4H, 2 e 7); 2,57 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 8); 3,63 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 4,27
(g, J=7,1 Hz, 2H, ArOCH2CO2CH2CHz3); 4,61 (s, 2H, ArOCH2C0O2CH3); 6,71 (dd, J =
8,1 Hz, J =2,5Hz, 1H, 4°); 6,76 (sl, 1H, 2’); 6,81 (d, J=7,6 Hz, 1H, 6’); 7,19 (dd, J =
7,8 Hz, 1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCla): § 14,3 (ArOCH2CO2CH2CHa); 25,9 (CHz, 3); 29,3 (CHo,
6); 29,5 (CHz, 5); 29,6 (CHz, 4); 31,4 (CHz, 7); 33,0 (CHz, 2); 36,1 (CH>, 8); 61,5
(ArOCH2CO2CH2CHs); 63,2 (CH20H, 1); 65,7 (ArOCH2CO2CH2CH3); 111,6 (ArCH,
4); 115,3 (ArCH, 2'); 122,1 (ArCH, 6'); 129,4 (ArCH, 5'); 144,9 (ArC, 1'); 1581
(ArCO, 3); 169,3 (ArOCH2C02CH2CHs).

5.2.8 Obtencao dos Derivados a,a-Dimetilésteres LDT408 (26) e LDT476 (33).

/@\ BrCH).CCOEL /@\
HO R TK,CO MeCN, \{><

85°C., 24h

R = C;H, (LDT10) ou R = C,Ha, (LDT408) ou
CgHyOH (LDT71) CgH,cOH (LDT476)

A um baldo (125,0 mL) foram adicionados os fenois 18 (0,90 g; 2,968 mmol)
ou 22 (1,20 g; 5,397 mmol), carbonato de potassio (2,00 eq), iodeto de potassio
(1,00 eq) e acetonitrila (6,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética
durante 60 minutos, e entédo, foi adicionado a-bromoisobutirato de etila (3,00 eq). A
reacao prosseguiu sob agitacdo magnética, em refluxo a 85°C por 24 horas. Apés
reducdo do volume de solvente a presséo reduzida, a mistura foi extraida com éter
(2 x 25,0 mL) e as fragdes orgéanicas reunidas foram lavadas com solucdo de acido
cloridrico 10% (30,0 mL), solu¢do salina saturada (20,0 mL) e seca sob sulfato de
soédio. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e os residuos purificados em
coluna de gel de silica eluida com mistura diclorometano-cloroférmio (1:1),
fornecendo os derivados LDT408 (26) e LDT476 (33).
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2-Metil-2-(3-Pentadecilfenoxi)Propanoato de etila (LDT408, 26)

/@\ Liquido amarelo
Vo%o CisHar Rendimento (92%)
O Rr: 0,75 (CLF:EtOH 40%)

Formula molecular: C27H4603

IV (KBr) vmax cm™: 2925 (vs cHz); 2854 (vs cHz); 1735 (vc=0); 1602, 1466 (vc=c), 1142
(vas o-c(0)-c); 1025 (vs c-o-c).

RMN H (300 MHz, CDCl3): & 0,89 (t, J = 6,4 Hz 3H, 15); 1,23-1,27 (m, 27H,
ArOC(CHz)2CO2CH2CHs, 3-14); 1,56-1,60 (m, 8H, ArOC(CHzs)2CO2CH2CHs e 2); 2,55
(t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 4,24 (q, J = 7,1 Hz, 2H, ArOC(CH3)2CO2CH2CHz); 6,65 (dd, J =
8,0 Hz, J = 1,7 Hz, 1H, 4’): 6,70 (d, J= 1,5 Hz, 1H, 2); 6,81 (d, J= 7,5 Hz, 1H, 6);
7,13 (dd, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (ArOC(CH3)2CO2CH2CHa); 14,3 (CHs, 15); 22,9
(Ar/CHz, 14); 25,6 (ArOC(CHs)2CO2CH2CHs); 29,5-29,9 (CHz, 3-12); 31,5 (CHz, 2);
32,1 (CHz, 13); 36,1 (CHz, 1); 61,5 (ArOC(CHz3)2CO2CH2CHs); 79,1
(ArOC(CHz3)2CO2CH2CHs); 116,3 (ArCH, 4°): 119,6 (ArCH, 2): 122,5 (ArCH, 6);
128,9 (ArCH, 5'); 144,7 (ArC, 1'); 155,6 (ArCO, 3'); 174,6 (ArOC(CHa)2CO2CH2CHs).

2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi)-2-metilpropanoato de etila (LDT476, 33)

/@\M/\ Liquido Incolor

O

~ ﬁ|>(0 7 “OH Rendimento (65%)
O

Rf: 0,88 (CLF:EtOH 40%)
Foérmula Molecular: C20H3204

IV (KBr) vmax cm: 3421 (von); 2929 (vas cHz); 2855 (vs cHz); 1734 (vc=0); 1602,1583,
1485, 1466 (vc=c), 1179 (vas o-c(0)-c); 1023 (vs c-o-c).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 1,21-1,29 (m, 4H, ArOC(CHs)2CO2CH2CHs; 9H, 2-6);
1,42-1,52 (m, 11H, ArOC(CH3)2CO2CH2CHs, 7); 2,53 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 8): 3,61 (1, J =
6,6 Hz, 2H, 1); 4,22 (9, J = 7,1 Hz, 2H, ArOC(CHs)2CO2CH2CHs); 6,62 (dd, J = 8,1
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Hz, J = 2,4 Hz, 1H, 4’); 6,67 (sl, 1H, 2'): 6,79 (d, J= 7,5 Hz, 1H, 6'); 7,10 (dd, J = 7,8
Hz, 1H, 5).

RMN 2C (75 MHz, CDCl): & 14,2 (ArOC(CHs)2CO2CH2CHs); 25,5
(ArOC(CHs)2CO2CH2CHs); 25,8 (CHz, 3): 29,2 (CHz, 6); 29,4 (CHz, 5): 29,5 (CHz, 4):
31,3 (CH2, 7); 32,9 (CH2, 2); 36,0 (CH2, 8); 61,5 (ArOC(CH3)2CO2CH2CH3); 63,0
(CH20H, 1); 79,1 (ArOC(CH3)2CO2CH2CHz); 116,3 (ArCH, 4°); 119,5 (ArCH, 2);
122,4 (ArCH, 6'); 128,9 (ArCH, 5); 1443 (ArC, 1): 1555 (ArCO, 3'); 174.6
(ArOC(CHs3)2C02CH2CHs).

5.2.9 Sintese dos Derivados Acidos LDT298 (30), LDT478 (35) e LDT80 (38).

/©\M/\ croumso, ;
e —
R ; TOH Acn, 5°C, R g OH

0,5h

R = OCH,CO,CH,CH, (LDT296); R = OCH,CO,CH,CH, (LDT298);
OC(CH;),CO,CH,CH; (LDT476) ou OC(CHj,),CO,CH,CH, (LDT478) ou
OCH, (LDT72) OCH, (LDT80)

Em um baldo (50,0 mL) foram adicionados os hidroxiésteres 28 (0,46 g; 1,491
mmol) ou 33 (0,60 g; 1,783 mmol) ou 23 (0,50 g; 2,115 mmol) e acetona (20,0 mL).
Sob banho de gelo, foi adicionado, gota a gota, reagente de Jones até permanéancia
de coloracdo castanha por cinco minutos, indicando o fim da reagéo. O excesso do
reagente de Jones foi desativado pela adicdo de alcool isopropilico (1,0 mL) e a
mistura extraida com cloroférmio (2 x 10,0 mL). As fracdes reunidas foram lavadas
com solucdo salina saturada (10,0 mL) e seca sob sulfato de sédio anidro. Apés
evaporacdo do solvente a pressdo reduzida, os residuos foram purificados em
coluna de gel silica eluida com diclorometano e posteriormente, diclorometano e

cloroférmio, levando aos derivado-alvos.

Acido 8-(3-[2-Etoxi-2-oxoetdxi]fenil)octandico (LDT298, 30)

o Liquido Incolor
| Rendimento (83%
Voﬁho/@\ﬁf\OH (83%)
o Rt 0,55 (CLF:EtOH 40%)

Foérmula molecular: C1sH2605
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IV (KBr) vmax cm™: 2930 (vas cHz); 2857 (vs cHz); 1760 (vc=0); 1735 (vc=0); 1603, 1457
(ve=c), 1204 (vas o-c(0)-oH); 1093 (vs c-o-c).

RMN H (300 MHz, CDCla): & 1,27-1,33 (m, 9H, ArOCH2CO2CH2CHa, 4-6); 1,60-1,62
(m, 4H, 3 e 7); 2,34 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2): 2,57 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 8); 4,28 (q, J = 7,1
Hz, 2H, ArOCH2C0O2CH>CHa): 4,61 (s, 2H, ArOCH2CO2CHs); 6,72 (dd, J = 8,1 Hz, J
=2,0Hz1 H, 4); 6,75 (sl, 1 H, 2); 6,77 (dl, J = 7,5 Hz, 1H, 6'); 7,19 (t, J = 7,8 Hz,
1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): § 14,3 (ArOCH2CO2CH2CHa); 24,8 (CHz, 3); 29,1 (CHo,
5); 29,2 (CHz, 4); 29,2 (CHz, 6); 31,3 (CH2, 7); 34,2 (CHz, 2); 36,0 (CHz, 8); 61,5
(ArOCH2CO2CH2CHs); 65,6 (ArOCH2CO2CH2CHa); 111,7 (ArCH, 4); 115,3 (ArCH,
2'): 122,1 (ArCH, 6'); 129,4 (ArCH, 5'); 144,8 (ArC, 1'); 158,0 (ArCO, 3'); 169,3
(ArOCH2C0O2CH2CHs); 179,9 (COOH, 1).

Acido 8-(3-((1-Etdxi-2-metil-1-oxopropan-2-il)oxi)fenil)octandico (LDT478, 35)

/@\Mj\ Liquido incolor

o

e ﬁ|>(o r OH Rendimento (80%)
o)

Rf: 0,68 (CLF:EtOH 40%)
Formula Molecular: C20H3005

IV (KBr) vmax cm™: 2931 (vas cHz); 2856 (vs cHz); 1734 (vc=0); 1709 (vc=0); 1602, 1458
(ve=c), 1142 (vas o-c(0)-oH); 1024 (vs c-0-c).

RMN H (300 MHz, CDCls): § 1,25 (t, J = 7,1 Hz, 3H, ArOC(CHz)2CO2CH2CHa); 1,32
(m, 6H, 4-6); 1,55-1,64 (m, 11H, ArOC(CHs)2CO2CH2CHs, 3 € 7); 2,34 (t, J = 7,5 Hz,
2H, 2): 2,53 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 8); 4,23 (q, J = 7,1 Hz, 2H, ArOC(CH3)2CO2CH2CHs3);
6,63 (dd, J = 6,0 Hz, J = 1,9 Hz,1 H, 4’); 6,68 (sl, 1 H, 2): 6,80 (dI, J = 7,6 Hz, 1H, 6");
7,12 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCl): & 14,2 (ArOC(CHs)2CO2CH2CHs); 24,8
(ArOC(CH3)2CO2CH2CH3); 25,6 (CHz, 3): 29,1 (CH2, 4): 29,2 (CHz, 6); 31,3 (CH2, 7);
342 (CH2 2); 36,0 (CHz 8); 615 (ArOC(CH3)2CO2CH2CHa); 79,1
(ArOC(CH3)2CO2CH2CH3); 116,3 (ArCH, 4°); 119,5 (ArCH, 2'); 122,4 (ArCH, 6);
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128,9 (ArCH, 5): 144,3 (ArC, 1); 155,5 (ArCO, 3); 174,6 (ArOC(CH3)2CO2CH2CHa);
180,0 (COOH, 1).

Acido 8-(3-Metdxifenil)octandico (LDT80, 38)

o Sélido branco

~o 7” o Rendimento (96%)
Rf: 0,68 (CLF: EtOH 30%)
Ponto de fuséo: 46-48°C
Formula Molecular: CisH2203
IV (KBr) vmax cm™t: 2927 (vas cHz); 1708 (v c=0); 1595, 1459 (v c=c); 1272 (Vas Arc-0-CH3),
1038 (vas 0-c(0)-0H).

RMN IH (300 MHz, CDCls): 1,21-1,33 (m, 9H, ArOCHs; 4-6); 1,60-1,62 (m, 4H, 3 e
7): 2,30-2,36 (M, 2H, 2): 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 8); 6,71-6,73 (m, 1H, 4): 6,76 (d, J =
7,7 Hz, 1H, 2'); 7,16-7,20 (m, 1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCla): 18,4 (CHz, 3); 22,6 (CH2, 4); 24,9 (CHz, 6); 29,2 (CHa,
5); 31,3 (CHz, 7); 34,1 (CH2, 2); 36,2 (CHz, 8); 55,3 (ArOCHa); 111,0 (ArCH, 4°);
114,4 (ArCH, 2’); 121,0 (ArCH, 6); 129,3 (ArCH, 5); 144,6 (ArC, 1); 159,7 (ArCO,
3); 179,0 (COOH, 1).

5.2.10 Sintese dos Derivados B-oxacidos LDT16 (25), LDT409 (27), LDT297 (29),
LDT299 (31), LDT477 (34) e LDT479 (36).

LiOH
R, Rz/@ T R, RZ/CL
VO%O R aquL]at,ZM; HOW|)<O R
o) o)

R'=R?=H ou CH, R'=R?=H ou CH,
R = C,5H,, (LDT15, LDT408); R = Cy5H,, (LDT16, LDT409);
CgH,cOH (LDT296; LDT476) ou CgHy6OH (LDT297; LDT477) ou
CgH,,CO,H (LDT298; LDT478) CgH,CO,H (LDT299; LDT479)

A um baldo (50,0 mL) foram individualmente adicionados os derivados 24
(0,25 g; 0,640 mmol) ou 26 (0,50 g; 1,194 mmol) ou 28 (0,20 g; 0,648 mmol) ou 30
(0,22 g; 0,678 mmol) ou 33 (0,30 g; 0,891 mmol) ou 35 (0,26 g; 0,821 mmol),
hidroxido de litio (4,00 eq), solubilizados em agua destilada (2,0 mL), catalisador de
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transferéncia de fase Aliquat® (3 gotas) e tetraidrofurano (4,0 mL). O sistema
reacional foi colocado sob agitacdo magnética por quatro horas. Para os derivados
dimetilados, o sistema reacional foi colocado sob agitacdo magnética em refluxo a
80°C, por 4 horas. Na sequéncia, a mistura foi acidificada com acido cloridrico
concentrado até pH 1,0 e extraida com acetato de etila (3 x 10,0 mL). As fracbes
organicas reunidas foram lavadas com solucdo salina saturada (10,0 mL) e seca
com sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e os
produtos obtidos foram purificados em coluna de gel de silica, eluida com

diclorometano, fornecendo os derivados-alvo.

Acido 2-(3-Pentadecilfenoxi)acético (LDT16, 25)
Solido branco

Rendimento (90%)
HOV\O ClSHBl

Rt 0,58 (Hex: AcOEt 40%)
Ponto de fusao: 77-79°C

Foérmula molecular: C23H3zsO3

IV (KBF) vmax cmL: 2956 (vas cha); 2849 (vs crz); 1733 (ve=o); 1611, 1577, 1470, 1458
(ve=c), 1273 (vas 0-c(o)-H).

RMN *H (500 MHz, CDCls): 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H, 15); 1,29-1,32 (m, 24H, 3-14);
1,61-1,60 (M, 2H, 2); 2,57 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1); 4,66 (s, 2H, ArOCH2COzH); 6,71 (dd,
J=8,1Hz, J=25Hz 1H, 4); 6,77 (sl, 1H, 2'); 6,83 (d, J= 7,6 Hz, 1H, 6'); 7,19 (dd,
J=7,8Hz 1H, 5).

RMN 13C (125 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14); 29,2-29,8 (CH2, 2-12);
31,8 (CHz, 2); 32,1 (CH2, 13); 36,2 (CHz, 1); 65,1 (ArOCH2CO2H); 111,6 (ArCH, 4°);
115,3 (ArCH, 2'); 122,4 (ArCH, 6'); 129,5 (ArCH, 5'); 145,2 (ArC, 1'); 157,7 (ArCO,
3'); 173,2 (ArOCH2CO2H).

Acido 2-Metil-2-(3-pentadecilfendxi)propandico (LDT409, 27)
Sdlido Branco
HO Rendimento (90%)
| o CisHzg
o Rt 0,66 (CLF:EtOH 40%)
Ponto de fusao: 46-48°C

Foérmula molecular: C2s5H4203
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IV (KBF) vmax cm™: 2920 (vas cHz); 2850 (vs cHz); 1702 (ve=o); 1611, 1583, 1488, 1469
(ve=c), 1166 (vas 0-c(0)-H).

RMN *H (300 MHz, CDCl3): 0,90 (t, J = 6,4 Hz, 3H, 15); 1,27 (m, 24H, CHz, 3-14);
1,62 (M, 8H, ArOC(CH3)2COzH e 2); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1): 6,73-6,77 (m, 1H, 4');
6,70 (sl, 1H, 2'); 6,89 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 6’); 7,17 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5').

RMN 13C (75 MHz, CDCl): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH2 14); 253
(ArOC(CH3)3CO2H); 29,5-29,9 (CHz, 3-13); 31,5 (CHz, 2); 32,1 (CH2, 13); 36,0 (CH>,
1); 79,6 (ArOC(CH3)2CO2H); 117,6 (ArCH, 4); 121,0 (ArCH, 2); 123,6 (ArCH, 6);
129,1 (ArCH, 5'); 144,8 (ArC, 1); 154,7 (ArCO, 3'); 179,2 (ArOC(CHz)2CO2H).

Acido 2-(3-(8-Hidréxictil)fenoxi)acético (LDT297, 29)
Solido Branco
HO /©\M/\ Rendimento (78%)
Wlﬂo > O OH
o) Rt 0,33 (CLF:EtOH 40%)
Ponto de fusao: 85-87°C
Formula molecular: C16H2404

IV (KBr) vmax cm: 3462 (von); 2918 (vas cHz); 2852 (vs cHz); 1740 (vc=0); 1612, 1585,
1492, 1458 (vc=c), 1227 (vas 0-c(0)-0H); 1094 (vs c-0-c).

RMN H (500 MHz, MeOD): & 1,32 (m, 8H, 3-6); 1,50 (m, 2H, 2): 1,52 (m, 2H, 7):
2,56 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 8); 3,53 (t, J = 6,5 Hz, 2H, 1); 4,59 (s, 2H, ArOCH2CO2H);
6,71 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 4°); 6,75 (s, 1H, 2); 6,78 (d, J= 7,8 Hz, 1H, 6'); 7,15 (dd, J =
7,8 Hz, 1H, 5).

RMN 13C (125 MHz, MeOD): & 27,0 (CHz, 3); 30,4 (CHz, 6); 30,6 (CHz, 4); 30,7 (CH>,
5): 32,6 (CHz, 7); 33,7 (CH2, 2); 37,0 (CHz, 8); 63,1 (CH20H, 1); 65,9 (ArOCH2CO2H);
112,7 (ArCH, 4); 116,0 (ArCH, 2’); 122,8 (ArCH, 6'); 130,4 (ArCH, 5'); 145,8 (ArC,
1'): 159,5 (ArCO, 3'); 172,9 (ArOCH2CO2H).

Acido 8-(3-Carboximetoxifenil)octanoico (LDT299, 31)
Sdélido Branco

HO m Rendimento (95%)
o 7 oH Rr: 0,35 (CLF:EtOH 40%)
(@]

Ponto de fusao: 99-101°C

Formula molecular: C1sH2605
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IV (KBr) vmax cmt: 2926 (vas cHz); 2853 (vs cHz); 1735 (vc=0); 1707 (vc=0); 1611, 1578,
1458, 1421 (vc=c), 1272 (vas o-c(0)-oH); 1099 (vs c-o-c).

RMN H (500 MHz, MeOD): § 1,32 (m, 6H, 4-6); 1,58-1,59 (m, 4H, 3 e 7); 2,26 (t, J =
7,5 Hz, 2H, 2); 3,56 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 8); 4,61 (s, 2H, ArOCH2CO2H); 6,71 (d, J = 8,1
Hz, 1 H, 6): 6,75 (sl, 1H, 2); 6,78 (d, J= 7,5 Hz, 1H, 6'); 7,15 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN 13C (125 MHz, MeOD): § 26,1 (CHz, 3); 30,3 (CHz, 6); 30,6 (CHz, 4); 30,7 (CHz,
5); 32,5 (CH2, 7); 33,7 (CHz, 2); 37,0 (CHz, 8); 65,9 (ArOCH2CO2H); 112,8 (ArCH, 4°);
116,0 (ArCH, 2'); 122,8 (ArCH, 6); 130,4 (ArCH, 5); 145,8 (ArC, 1); 159,5 (ArCO,
3); 172,9 (ArOCH2COzH); 177,8 (COOH, 1).

Acido 2-[3-(8-Hidrdxioctil)fendxi]-2-metilpropandico (LDT477, 34)

/@\M/\ Liquido Incolor
HO
% 7 "OH Rendimento (99%)

O
Rf: 0,51 (CLF:EtOH 40%)

Férmula Molecular; CisH2s04

IV (KBr) vmax cm: 2928 (vas cHz); 2856 (vs cHz); 1719 (vc=0); 1603, 1485, 1466 (vc=c),
1152 (vas o-c(0)-oH); 1010 (vs c-0-c).

RMN H (300 MHz, CDCls): & 1,24-1,30 (m, 11H, 2-6); 1,60-1,65 (m, 12H,
ArOC(CHz)2CO2H, 7): 2,54 (t, J = 8,0 Hz, 2H, 8); 3,60-3,66 (m, 2H, 1); 6,69 (dd, J =
8,0 Hz, J = 2,3 Hz, 1H, 4’); 6,75 (sl, 1H, 2’); 6,85 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 6'); 7,15 (d, J =
4,6 Hz, 1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCla): 8 25,4 (ArOC(CHz3)2CO2H); 25,9 (CHz, 3); 29,3 (CHz, 6);
29,4 (CH2, 4); 29,6 (CH2, 5); 31,4 (CH2, 7); 32,6 (CH2, 2); 36,0 (CH2, 8); 63,1
(CH20H, 1); 79,4 (ArOC(CHa)2CO2H); 117,4 (ArCH, 4'); 120,6 (ArCH, 2'); 123,2
(ArCH, 6); 129,1 (ArCH, 5); 1445 (ArC, 1); 1556 (ArCO, 3); 177.8
(ArOC(CH3)2CO2H).
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Acido 8-{3-[2-Carbdxipropan-2-il)oxiJfeniljoctanoico (LDT479, 36)

/©\M/|OJ\ Liquido Amarelo
HO
% 7 OH Rendimento (82%)
0o
Rf: 0,88 (CLF:EtOH 40%)

Foérmula Molecular: Ci1sH2605

IV (KBF) vmax cm™: 2931 (vas chz); 2856 (vs cHz); 1710 (vc=o); 1604, 1584, 1485, 1466
(ve=c), 1154 (vas o-c(0)-oH); 1009 (vs c-o-c).

RMN 1H (300 MHz, CDCls): & 1,23-1,28 (m, 6H, 4-6): 1,59-1,61 (m, 10H,
ArOC(CHa)2COzH, 3, 7); 2,35 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 2); 2,55 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 8); 6,74
(d, J=7,2Hz, 1H,6);685(s, 1H, 2)); 7,16 (d, J= 7,6 Hz, 1H, 6); 7,18 (d, J = 7.8
Hz, 1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3): & 24,8 (ArOC(CHa)2CO2H); 25,3 (CHz, 3); 28,7 (CHz, 5);
28,9 (CH2, 4); 28,9 (CHz, 6); 31,2 (CHz, 7): 34,2 (CH2, 2); 35,9 (CHz, 8); 79,3
(ArOC(CH3)2COzH); 117,6 (ArCH, 4); 120,3 (ArCH, 2); 123,3 (ArCH, 6); 129,1
(ArCH, 5°); 144,5 (ArC, 1); 154,9 (ArCO, 3'); 179,5 (ArOC(CHz3)2COzH); 180,5
(COOH, 1).

5.2.11 Obtencéo dos Ester Derivados LDT480 (32), LDT481 (37) E LDT482 (39).

0 0
| B, [
R 7 OOH  KCO, Acn, R 07N

65°C., 16h
R = OCH,CO,CH,CH, (LDT298); R = OCH,CO,CH,CH, (LDT480);
OC(CH,),CO,CH,CH, (LDTA478) ou OC(CHy),CO,CH,CH, (LDT481) ou
OCH, (LDT80) OCH, (LDT482)

Em um bal&o (50,0 mL) foram individualmente adicionados os acidos 30 (0,10
g; 0,310 mmol) ou 35 (0,17 g; 0,485 mmol) ou 38 (0,10 g; 0,399 mmol), carbonato de
potassio (2,00 eq) e acetona (10,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo
magnética durante 20 minutos, e entdo, foram acrescentados 2,00 eq de iodeto de
etila. A reacdo permaneceu sob refluxo a 65°C por mais 16 horas. Apos reducéo do
volume do solvente a pressao reduzida, a mistura foi extraida com acetato de etila (3

x 10,0 mL) e as fases organicas reunidas lavadas com solug¢éo de &cido cloridrico
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10% (20,0 mL), solucdo salina saturada (10,0 mL) e seca com sulfato de sddio
anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e os produtos obtidos foram
purificados em coluna de gel de silica, eluida com diclorometano, cloroférmio e

posteriormente cloroférmio e etanol, fornecendo os derivados éster.

8-(3-(2-Etbxi-2-oxoetdxi)fenil)octanoato de Etila (LDT480, 32)

/@\Mj\ Liquido Incolor

o

~ Wlﬂo ;07 Rendimento (98%)
o)

Rf: 0,88 (CLF:EtOH 40%)

Férmula Molecular: C20H3005

IV (KBr) vmax cm: 2931 (vas cHz); 2856 (vs cHz); 1762 (vc=0); 1735 (vc=0); 1603, 1586,
1486, 1448 (vc=c), 1201 (vas o-c(0)-0-c); 1094 (vs c-o0-c).

RMN 'H (300 MHz, CDCl): & 1,22-1,31 (m, 12H, ArOCH2CO2CH2CHs,
Ar/CO2CH2CHs, 4-6); 1,58-1,63 (m, 4H, 3 e 7); 2,27 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2); 2,56 (t, J =
7,7 Hz, 2H, 8); 4,11 (g, J = 7,1 Hz, 2H, ArOCH2CO2CH2CHs); 4,26 (g, J = 7,1 Hz, 2H,
Ar/CO2CH2CHs); 4,60 (s, 2H, ArOCH2CO2CHs); 6,69 (dd, J = 6,5 Hz, J = 2,3 Hz,1 H,
4); 6,74 (sl, 1 H, 2°): 6,80 (dI, J = 7,6 Hz, 1H, &'); 7,17 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN 3C (75 MHz, CDCI3): 6 14,3 (ArOCH2C0O2CH2CHa); 14,4 (Ar/CO2CH2CH3); 25,1
(CHz, 3); 29,2 (CHz, 5); 29,2 (CHz, 4); 29,2 (CHz, 6); 31,3 (CHz, 7); 34,5 (CHz, 2):
36,0 (CH2, 8); 60,3 (CO:CH:CHs); 61,4 (ArOCH2CO2CH:CH3); 65,6
(ArOCH2CO2CH2CHs); 111,6 (ArCH, 4'); 115,2 (ArCH, 2°): 122,1 (ArCH, 6); 129,4
(ArCH, 5); 144,8 (ArC, 1’); 158,0 (ArCO, 3’); 169,2 (ArOCH2C0O2CH2CHzs); 174,0
(CO2CH2CHg).

8-(3-((1-Etoxi-2-metil-1-oxopropan-2-il)oxi)fenil)octanoato de etila (LDT481, 37)

/@\Mj\ Sélido Branco

o

~o % o7 Rendimento (79%)
o)

Rf: 0,83 (CLF:EtOH 40%)

Ponto de fusado: 39-42°C

Foérmula Molecular: C22H3405
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IV (KBF) vmax cm™: 2926 (vas chz); 2856 (vs cHz); 1710 (vc=o); 1600, 1527, 1493, 1468
(ve=c), 1272 (vas o-c(0)-0-c); 1193 (vs c-0-c).

RMN 'H (300 MHz, CDCls): & 1,22-1,30 (m, 12H, ArOC(CHa)2CO2CH2CHs,
Ar/CO2CH2CHs, 4-6); 1,58 (m, 11H, ArOC(CH3)2CO2CH2CHs, 3 e 7); 2,27 (t, J = 7,5
Hz, 2H, 2); 2,53 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 8); 4,11 (g, J = 7,1 Hz, 2H, ArOCH2CO2CH2CHa):
4,22 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CO2CH2CHs); 6,63 (dd, J = 6,1 Hz, J = 2,0 Hz,1 H, 4'); 6,67
(sl, 1H,2): 6,79 (dl, J=7,6 Hz, 1H, 6'); 7,11 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): & 14,2 (ArOC(CH3)2CO2CH2CHa); 14,4 (Ar/CO2CH2CHa);
25,1 (CH2, 3); 29,2 (CH2, 5); 29,2 (CHz, 4); 29,3 (CHz, 6); 31,4 (CHz, 7); 34,5 (CHz,
2); 36,0 (CHz, 8); 60,3 (CO2CH:CHs); 61,5 (ArOC(CHs)2CO2CH2CHs); 79,1
(ArOC(CHz)2CO2CH2CHs); 116,2 (ArCH, 4): 119,5 (ArCH, 2): 122,4 (ArCH, 6);
128,9 (ArCH, 5); 144,3 (ArC, 1); 155,6 (ArCO, 3'); 174,0 (ArOC(CHz)2CO2CH2CHa);
174,6 (CO2CH2CHa).

8-(3-Metoxifenil)octanoato de etila (LDT482, 39)
Liquido Incolor

0
i 0,
\omo/\ Rendimento (90%)

Rf: 0,91 (CLF: EtOH 30%)

Formula Molecular: Ci17H2603

IV (KBr) vmax cmt: 2931 (vas cHz); 1735 (v c=0); 1599, 1463 (v c=c); 1261 (Vvas Arc-0-CH3),
1166 (vs c-o-c).

RMN H (300 MHz, CDCls): § 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CO2CH2CHs); 1,28-1,34 (m, 6H,
4-6): 1,63-1,66 (M, 4H, 3 € 7); 2,29 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2); 2,58 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 8);
3,80 (s, 3H, ArOCH3); 4,13 (g, J = 7,1 Hz, 2H, CO2CH2CH3); 6,73 (dd, J = 10,5 Hz, J
=23 Hz,1 H, 4): 6,75 (sl, 1 H, 2'); 6,79 (dI, J = 7,6 Hz, 1H, 6'); 7,17 (t, J = 7,8 Hz,
1H, 5).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3): & 14,4 (CO2CH2CH3); 25,0 (CHz, 3); 25,1 (CHz, 4); 29,2
(CHaz, 5): 29,3 (CHz, 6); 31,5 (CH2, 7); 34,5 (CHz, 2): 36,2 (CHz, 8): 55,3 (ArOCH3);
60,3 (CO2CH2CHs); 111,0 (ArCH, 4’); 114,4 (ArCH, 2'); 121,0 (ArCH, 6); 129,3
(ArCH, 5'); 144.,6 (ArC, 1'); 159,8 (ArCO, 3'); 174,0 (CO2CH2CHs).
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Figura 11: Derivados-alvo sintetizados a partir do cardanol monoinsaturado (10)

0]
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HO CisHz O CisHz (0] CqisHzp HO 7 OH
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Fonte: Proprio autor.

5.3 AVALIACAO FARMACOLOGICA

Uma vez sintetizados e caracterizados por métodos espectroscopicos, todos 0s
derivados e produtos finais (18 - 39) foram submetidos a ensaios farmacologicos de

gene reporter, em hepatdcitos priméarios e na diferenciacéo de adipocitos.
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5.3.1 Ensaio de gene reporter — Luciferase:

O ensaio de gene reporter € um método amplamente utilizado para se estudar a
expressao de genes, atividade de receptores celulares, permitindo avaliar o efeito de
uma sequéncia sobre o nivel de transcricdo do gene regulado. Dentre os genes
reporter amplamente utilizados encontra-se a luciferase. Na presenca de ATP,
magneésio e oxigénio e mediante a acdo da enzima luciferase presente no lisado
celular, ocorre uma reacdo de oxidacdo do substrato luminescente luciferina, em
oxiluciferina, com emissédo de um flash de luz, mensurada por um lumindmetro que
fornece resultados em unidades relativas a atividade luciferase. A emisséo total de
luz é proporcional a atividade luciferase do composto (LIN & BARBOSA, 2002).

Células HEK293 foram transfectadas usando fosfato de calcio, em meio de
cultura contendo 10% de carvao tratado com soro fetal bovino, em placa de 96
pocos. Para os ensaios de gene repérter foram utilizados os plasmideos de
expressdo GAL4-hPPARa, GAL4-hPPARB/® e GAL4-hPPARYy. A quantidade total de
DNA de plasmideo (150 ng/poco) incluiu, 50 ng de reporter de luciferase, 20 ng
pCMX-B-galactosidase, 15 ng de GAL4-dominio de ligacdo ao ligante (LBD) da
proteina de fusdo do receptor, e pGEM para preenchimento do plasmideo. Os
compostos para teste foram adicionados a 50 pM no mesmo meio de 6 a 8 horas
pos-transfeccdo. Para PPARa, foi utilizado como controle 10,0 nM de GW7647, por
sua vez, em PPARP/d o controle utilizado foi 25,0 nM GW0742, por fim, em PPARy
utilizou-se 50 nM de rosiglitazona. As células foram colhidas 14 a 16 horas mais
tarde e ensaiadas para a atividade de luciferase e B-galactosidase, sendo os valores
da luciferase normalizados para a eficiéncia da transfecgcdo utilizando -
galactosidase e expressos como unidades relativas de luciferase (RLU). Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e repetidos por pelo menos trés vezes.
Ao final, curva dose resposta foi confeccionada por meio do programa GraphPad

Prism 6 atraves dos valores de ECso obtidos para cada composto.
5.3.2 Ensaio em hepatocitos primarios:
Classicamente, a ativacdo do PPARa conduz a uma cascata de expressao de

genes envolvidos no aumento da captacdo intracelular de acidos graxos e na

oxidagao de AG no figado. Neste sentido, a ativagdo de PPARa no figado aumenta
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a expressao do grupamento de diferenciacdo 36 (CD36), uma proteina
transportadora de &cidos graxos, e da proteina de ligacdo a &cidos graxos-1
(FABP1), contribuindo para a captacdo de acidos graxos. Piruvato desidrogenase
quinase-4 (PDK4), proteina carnitina palmitoil transferase (CPT1) e fator de
crescimento de fibroblastos-21 (Fgf21), um horménio relacionado a sensibilizacdo a
insulina e reducdo de ganho de peso, também sdo genes envolvidos na oxidacdo de
AG induzidos por PPARa. Para analise do efeitos regulatérios dos derivados LDTs
sobre genes envolvidos na regulacdo de acidos graxos, ensaio em hepatdcitos
primarios de camundongos foi realizado.

Hepatdcitos primarios de camundongos foram isolados por perfusdo de
colagenase, as células foram cultivadas em placas revestidas com colagéno de tipo
I, em concentracdo de 0,5x10° células por poco, durante 2 horas em meio contendo
10% de carvéo tratado com soro fetal bovino, penicilina/estreptomicina e 10 nM de
insulina. Em seguida, foi adicionado meio de cultura M199, contendo 5% de carvéo
tratado com soro fetal bovino, penicilina/estreptomicina, e 1 nM de insulina.
Tratamentos com os ligantes, a 50 uM, foram realizados no dia seguinte, em meio
M199 sem soro fetal bovino. As células foram colhidas 6 horas mais tarde, para a
extracdo de RNA e realizacdo de gPCR para andlise da expressao de genes: CD36,
FABP1, PDK4, CPT1 e Fgf21.

5.3.3 Ensaio de diferenciacéo de adipécitos

3T3-L1 é uma linhagem celular utilizada como modelo in vitro para a
diferenciacdo de adipdécitos. Adipogénese é o processo de diferenciacdo de células
precursoras em adipocitos. Dentre os PPAR, PPARy é o maior regulador de
adipogénese, por ser amplamente expresso no tecido adiposo e regular genes
transcricionais e marcadores da diferenciacdo de adipdcitos, incluindo, proteina de
ligagdo de acidos graxos (aP2), lipoproteina lipase (LPL), a qual hidrolisa
triglicerideos circulantes, e CD36, transportador de A&cidos graxos. Adipdcitos
maduros secretam proteinas, conhecidas como adiponectina, resistina e leptina, que
modulam véarias fun¢gdes no metabolismo de lipideos e da glicose (APRILE et al.,
2014; DAVE et al.,, 2012; HUANG et al., 2014, PADMANABHAN & ARUMUGAM,
2014).
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Células 3T3-L1 foram cultivadas em placas de 24 pocgos para cultura de
células, mantidas em meio Dulbecco modificado por Eagle suplementado com 10%
de soro fetal de vitelo, até sua confluéncia. Dois dias depois, a diferenciacdo de
adipécitos foi induzida pelo tratamento das células com meio de diferenciacéo
celular contendo 100ug/mL de isobutilmetilxantina, 1uM de dexametasona e 5 pg/mL
de insulina. Com o inicio da diferenciagcdo, as células foram tratadas com 25 pM do
ligante, do controle positivo, rosiglitazona, ou do veiculo. Em todo o periodo de
cultivo, totalizando 8 dias, as células foram submetidas a tratamento com ligantes ou
com o veiculo. A adipogénese foi avaliada pela expressdo de proteinas
adipocitarias, aP2, LPL, CD36 e adiponectina, por meio de gPCR e pela coloracéo

com o corante de lipideos neutros 6leo vermelho O dos melhores compostos.
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Resultados e Discussao
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

O planejamento sintético visanso a obtencdo dos derivados-alvo
compreendeu a exploracéo de procedimentos sintéticos classicos de interconverséo
de grupos funcionais, por exemplo, O-alquilagédo, hidrogenacao, ozondlise, oxidacao
e hidrdlise alcalina, em condicbes experimentais a temperatura ambiente, sob

refluxo e radiagdo micro-ondas.

6.1.1 Série 3-Pentadecilfenol

A sintese dos derivados planejados a partir do cardanol saturado, LDT10 (18),
(série Pentadecilfenol) foi iniciada a partir da hidrogenacédo catalitica do cardanol
monoinsaturado, levando ao derivado saturado 18 como um sélido branco em
rendimento de 90%. Além da mudanca de estado fisico e ponto de fusdo compativel
com a literatura (44-45°C), o cardanol saturado foi caracterizado por CCD com uma
Unica mancha (Rf 0,35 DCMsow:Hexsox). A analise espectroscopica para o derivado
saturado 18 foram identificados sinais caracteristicos em 0,92 ppm e 14,3 ppm em
seus espectro de RMN 'H (s, CDCls; 300 MHz; Anexo 1, Pag. 108) e RMN 3C
(CDCls; 125 MHz; Anexo 2, Pag. 109), respectivamente, referente ao grupo metila.
Os sinais na regido de aromaticos entre 6,68 ppm e 7,16 ppm em RMN !H reforcam
a presenca do anel aromatico, assim como os sinais entre 1,29 ppm e 1,60 ppm
estdo relacionados a cadeia alquilica saturada. A presenca de absorcéo intensa em
3337 cm™ no infravermelho (Anexo 3, Pag. 110), referente a deformacéo do grupo
hidroxila (von) corroborou a caracterizagao do derivado LDT10.

De posse do referido derivado 18, este foi submetido a reacédo de acetilagao
com anidrido acético utilizando catalise de acido fosforico, sob radiagdo micro-ondas
em forno domeéstico. Apos purificagdo em coluna cromatogréfica eluida com mistura
hexano/diclorometano, foi obtido o derivado acetilado LDT12 (19), como um soélido
branco, caracterizado em CCD como uma unica mancha (Rf 0,70 DCMso%:Hexso%),
em rendimento de 91%. Este composto apresentou em seu espectro de RMN H (s,
CDClz; 300 MHz; Anexo 4, Pag. 111) simpleto em 2,60 ppm referente aos
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hidrogénios da metila do grupo acetila. Por sua vez, o carbono carbonilico foi
evidenciado por sinal em 204,0 ppm em RMN 3C (CDCls; 75 MHz; Anexo 5, PAag.
112). A presenca de absor¢do intensa em 1630 cm™ no infravermelho (Anexo 6,
P4g. 113), referente a deformacdo da carbonila conjugada (vc=0), contribuiu,
adicionalmente, para caracterizar o referido derivado.

Na sequéncia, o LDT10 (18) foi submetido a reacdo de metilacdo com iodeto
de metila na presenca de carbonato de potassio em acetona, sob refluxo,
conduzindo ao derivado metilado LDT27 (20). Houve mudanca do estado fisico,
obtendo-se um liquido incolor em rendimento de 78%, caracterizado como uma
Gnica mancha em CCD (Rf 0,95 DCM). Na andlise espectroscopica, o derivado
apresentou deslocamentos quimicos pertinentes ao grupo metoxila como um
simpleto em 3,82 ppm, em seu espectro de RMN !H (CDCls; 300 MHz; Anexo 7,
Pag. 114), o qual foi confirmado pelo assinalamento em 55,3 ppm em seu espectro
de RMN 13C (CDCIs; 75 MHz; Anexo 8, Pag. 115). A presenca de absor¢do intensa
em 1047 cm™ no infravermelho (Anexo 9, Pag. 116), referente a deformacéo axial
simétrica CO, corroborou para caracterizacdo do derivado metoxilado.

Partindo novamente de LDT10 (18), este foi submetido a reacdo de O-
alquilacdo com 2-bromacetato de etila na presenca de carbonato de potassio em
acetona, a temperatura ambiente, levando ao derivado beta-oxaéster LDT15 (24),
obtido como um sdlido branco, caracterizado em CCD como uma Unica mancha (Rf
0,5 Hex: AcOEt 40%), em rendimento de 90%. Este composto apresentou sinal
caracteristicos para hidrogénios alfa-metilénicos a carbonila do grupo éster como um
simpleto em 4,28 ppm, em seu espectro de RMN *H (CDCls; 500 MHz; Anexo 10,
Pag. 117), a qual foi confirmada pelo assinalamento em 65,6 ppm em seu espectro
de RMN 13C (CDClIs; 125 MHz; Anexo 11, P4g. 118), enquanto que o sinal relativo ao
carbono carbonilico foi evidenciado em 169,3 ppm. A subunidade etila do grupo
carbetéxi foi caracterizada em RMN 'H (CDCls; 500 MHz) pela presenca de tripleto
em 1,31 ppm (7,0 Hz) e quarteto em 4,28 ppm (7,0 Hz), referentes a metila e ao
metileno, corroborados pelos respectivos deslocamentos quimicos em 14,3 ppm e
61,5 ppm em RMN 13C (CDCls; 125 MHz). A presenca de absorcdes intensas em
1753 cm? e em 1096 cm™ no infravermelho (Anexo 12, Pag. 119), referentes a
deformacéo da carbonila (vc=0) e deformagéo axial assimétrica C-O-C, contribuiram,

adicionalmente para caracterizacao do éster derivado.
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Uma vez obtido o derivado LDT15 (24), a proxima etapa da rota sintética
planejada consistiu na hidrélise do grupo éster com hidroxido de litio em mistura de
THF/agua na presenca de catalisador de transferéncia de fase Aliquat®, visando
homogeneizar a mistura reacional. Apos 4 horas de reacao e purificacéo foi obtido o
acido carboxilico correspondente, LDT16 (25), com um so6lido banco em rendimento
de 90% e caracterizado como uma unica mancha em CCD (Rf 0,58 Hex: AcOEt
40%). O derivado apresentou deslocamentos quimicos pertinentes a unidade alfa-
metilénica ao acido em 4,66 ppm RMN 'H (CDCIs; 500 MHz; Anexo 13, Pag. 120) e
65,1 ppm RMN 13C (CDClz; 125 MHz; Anexo 14, Pag. 121). Adicionalmente, a
conversao foi confirmada pela presenca de sinal em 173,2 ppm, relativo ao carbono
carbonilico no espectro de RMN de 3C, e a auséncia dos sinais em 4,28 ppm em
RMN 1H e 61,5 ppm em RMN 23C, referentes ao grupo etoxila. A analise do espectro
no infravermelho (Anexo 15, Pag. 122) apresentou deslocamento da absorcéo
intensa em 1733 cm-! referente ao grupo carbonila do beta-oxacido, caracterizando o
derivado LDT16 (25).

Para a sintese do analogos dos derivados LDT15 e LDT16, o fenol LDT10
(18) foi submetido a reacdo de O-alquilacdo com a-bromoisobutirato de etila na
presenca de carbonato de potassio e iodeto de potassio em acetonitrila, sob refluxo,
levando ao derivado beta-oxaéster LDT408 (26), obtido como um liquido amarelo em
rendimento de 92% e caracterizado em CCD como uma uUnica mancha (Rf 0,75
CLF:EtOH 40%). Os grupos metila da subunidade alfa-carbonila foram
caracterizados por RMN 13C pelo deslocamento em 25,6 ppm bem como seu
carbono terciario em 79,1 ppm. Os sinais referentes a esta subunidade no espectro
de hidrogénio foram identificados na faixa de 1,56-1,60 ppm juntamente com o0s
hidrogénios do carbono 2. 26 ainda apresentou sinais caracteristicos para a
subunidade etila do grupo carbetédxi caracterizada em RMN 'H (CDCls; 300 MHz;
Anexo 16, Pag. 123) pela presenga quarteto em 4,24 ppm (7,1 Hz), referente ao
metileno, corroborado pelo respectivo deslocamento quimico em 61,5 ppm em RMN
13C (CDCIz; 75 MHz; Anexo 17, Pag. 124). O grupo carbonila foi identificado por sinal
em 174,6 ppm. A presenca de absorcdes intensas em 1735 cm™* e em 1025 cm™ no
infravermelho (Anexo 18, Pag. 125), referentes a deformacgéo da carbonila (vc=0) e
deformacéo axial assimétrica C-O-C, corroboraram para caracterizacéo do derivado.

De posse do derivado LDT408 (26), finalizando a série pentadecila, este, foi

submetido a reacdo de hidrdlise do grupo éster com hidroxido de litio. Apos 4 horas
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de reacdo, sob refluxo a 80°C, e purificacdo, o acido carboxilico correspondente foi
obtido, LDT409 (27), em rendimento de 90%, como um sélido branco e
caracterizado com uma unica mancha em CCD (Rf 0,66 CLF:EtOH 40%). O derivado
apresentou deslocamento quimico em 179,2 ppm relativo ao carbono carbonilico no
espectro de RMN de 3C (CDClz; 75 MHz; Anexo 20, Pag. 127) e a auséncia dos
sinais em 4,24 ppm (s, RMN *H, CDCIs; 300 MHz; Anexo 19, P4g. 126) e 61,5 ppm
RMN 13C, referentes ao grupo metileno da etoxila. A andlise do espectro no
infravermelho (Anexo 21, Pag. 128) apresenta deslocamento da absorcao intensa
em 1702 cm? referente ao grupo carbonila do beta-oxacido, caracterizando o
derivado LDT409 (20).

Um resumo das condi¢cdes reacionais, caracteristicas quimicas, rendimentos
e ponto de fusdo dos derivados da série pentadecila, LDT10 (18), LDT12 (19),
LDT27 (20), LDT15 (24), LDT16 (25), LDT408 (26) e LDT409 (27), estao ilustrados
na Tabela 1.

Tabela 1: Condi¢des reacionais, caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo dos
derivados da série pentadecila.

W\Q//on\/\/\/\/\/\/\/\

Composto A w R(eo/r;)d. (Eé
LDT10 (18) H - 90 44-45
LDT12 (19) CHsCO - 91 46-48
LDT27 (20) CHs - 78 --*
LDT15 (24) CH: OEt 90 30-31
LDT16 (25) CH: H 90 77-79
LDT408 (26) C(CHzs)2 OEt 92 %
LDT409 (27) C(CHzs)2 H 90 46-48

* Obtido como um liquido
Fonte: Proprio autor.

6.1.2 Série 8-(3-Hidroxifenil)octan-1-ol

Considerando a série octila, esta foi planejada a partir do derivado 3-(8-

hidréxioctil)fenol (LDT71, 22), o qual pode ser obtido a partir da reagéo de ozondlise
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da mistura de cardandis (10). Neste sentido, o cardanol monoinsaturado (13) foi
submetido a reacdo de acetilacdo com anidrido acético catalisado por gotas de &cido
fosforico, utilizando forno de radiacdo micro-ondas domeéstico. Apés purificacao, foi
obtido acetilcardanol monoinsaturado (21) em rendimento de 73%. 21 foi submetido
a reacao de ozondlise em aparelho gerador de 0zénio com fluxo continuo de 5 g/mL
por um periodo de 80 minutos, utilizando banho de gelo seco/acetona (~ - 70°C),
visando evitar a formacao de produtos laterais em face do alto poder oxidante do
0z6nio. O consumo do material de partida foi avaliado por CCD e ao término da
reagdo foi adicionado o agente redutor NaBHa4, visando a redugéo do intermediario
ozonideo bem como do grupo acetato ao respectivo diidréxiderivado LDT71 (22) em
rendimento de 79%, caracterizado como uma Unica mancha em CCD (Rf 0,33
CLF:EtOH 30%). Na analise espectroscopica, 22 apresentou tripleto caracteristico
referente ao metileno adjacente ao grupo hidroxila em 3,66 ppm (t, RMN 'H, CDCls;
300 MHz; Anexo 22, Pag. 129), corroborado pelo sinal em 63,2 ppm (RMN 3C
(CDCls; 75 MHz; Anexo 23, Pag. 130). Os sinais na regido de aroméaticos entre 6,65
ppm e 7,19 ppm em RMN *H refor¢am a presenca do anel aromatico, assim como os
sinais entre 1,30 ppm e 2,54 ppm estéo relacionados aos carbonos 1 a 7 da cadeia
alquilica. A presenca de absor¢do intensa em 3351 cm no infravermelho (Anexo 24,
Pag. 131), referente a deformagéo (vown) contribui para caracterizagdo do derivado
dihidroxilado LDT71 (22).

De posse do LDT71 (22), este foi submetido a reacdo de metilacdo com
iodeto de metila na presenca de carbonato de potassio em acetona, a 65°C por 24
horas, conduzindo ao derivado metilado LDT72 (23), obtido de forma regioespecifica
como liquido incolor em rendimento de 80% e caracterizado como uma Unica
mancha em CCD (Rf 0,40 DCM). 23 apresentou sinais caracteristicos para
hidrogénios da unidade metilénica como um simpleto em 3,81 ppm em seu espectro
de RMN 'H (CDCIs; 300 MHz; Anexo 25, Pag. 132), a qual foi confirmada pelo
assinalamento em 55,3 ppm em seu espectro de RMN 3C (CDClIz; 75 MHz; Anexo
26, Pag. 133). A presenca das absorcdes intensas em 776 cm™ e em 695 cm™? no
espectro no infravermelho (Anexo 27, Pag. 134), referente a deformacdo axial
assimétrica (vcocns) € a deformacgéo simétrica (vc-o), corroboraram a caracterizacéo
do derivado LDT72 (23).
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Na sequéncia, o derivado metilado LDT72 (23) foi submetido a reacdo de
oxidacdo com reagente de Jones em acetona, sob banho de gelo, conduzindo ao
derivado acido LDT80 (38), obtido como um solido branco em rendimento de 96% e
caracterizado em CCD (Rf 0,68 CLF:EtOH 30%). A caracterizacdo de 38, por meio
dos espectros RMN H (Anexo 28, P4g. 135) RMN 13C (Anexo 29, Pag. 136), revelou
a auséncia dos sinais em 3,64 ppm e 63, 2 ppm correspondente ao metileno C8,
com evidéncia de sinal em 179,0 ppm relativo ao carbono carboxilico no espectro de
RMN de 13C (CDClIs; 75 MHz). Dados do espectro no infravermelho (Anexo 30, Pag.
137) apresentaram deslocamento de absorgdo intensa em 1708 cm™ referente ao
grupo carbonila, corroborando a estrutura do derivado LDT80 (38).

Por sua vez, o derivado LDT80 (38) foi submetido a reacdo de esterificacao
com iodeto de etila na presenca de carbonato de potassio em acetona, sob refluxo,
conduzindo ao derivado éster LDT482 (39), em rendimento de 90%, como um
liguido, caracterizado em CCD pela presenca de uma uUnica mancha (Rf 0,91
CLF:EtOH 30%). A presenca de sinal caracteristico pertinente ao grupo etoxila em
4,13 ppm (RMN *H, CDCIz; 300 MHz; Anexo 31, Pag. 138) e em 60,3 ppm em seu
espectro de RMN 3C (CDCls; 75 MHz; Anexo 32, PAag. 139) contribuiram a
caracterizacdo do derivado. Adicionalmente, a analise do espectro no infravermelho
(Anexo 33, Pag. 140) com a presenca de deslocamento de absorcédo intensa em
1735 cm! referente ao estiramento da carbonila do grupo éster.

Um resumo dos procedimentos para obtencdo dos derivados LDT71 (22),
LDT72 (23), LDT80 (38) e LDT482 (39), estao ilustrados na Tabela 2.

Tabela 2: Condi¢des reacionais, caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo dos

derivados LDT71, LDT72, LDT80 e LDT482, da série octila.
A

o
Y.
\Z

Rend. p.f.

Composto A Y 4 (%) (°C

LDT71 (22) H CH: OH 79 --*

LDT72 (23) CHs CH: OH 80 --*

LDT80 (38) CHs CO OH 96 46-48
LDT482 (39) CHs CO Oet 90 --*

* Obtido como um liquido
Fonte: Proprio autor.
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Partindo de LDT71 (22), este foi submetido a nova reacdo de O-alquilacédo
regioespecifica, uma vez que o ataque preferencial ocorre na hidroxila ativada pelo
anel, com 2-bromacetato de etila na presenca de carbonato de potassio em acetona,
a temperatura ambiente, levando ao derivado beta-oxaéster LDT296 (28), obtido
como um liquido em rendimento de 62%, caracterizado em CCD como uma unica
mancha (Rf 0,55 CLF:EtOH 40%). Este composto apresentou sinais caracteristicos
para hidrogénios da unidade metilénica alfa-carbonila como um simpleto em 4,61
ppm em seu espectro de RMN *H (CDCls; 300 MHz; Anexo 34, Pag. 141), a qual foi
confirmada pelo assinalamento em 65,7 ppm em seu espectro de RMN 13C (CDCls;
75 MHz; Anexo 35, Pag. 142), enquanto que o sinal relativo ao carbono carbonilico
de éster foi evidenciado em 169,3 ppm. O grupo etoxila foi evidenciado como tripleto
em 1,31 ppm e quarteto 4,28 ppm e seus respctivos sinais no espectro de carbono
13 em 14,3 ppm e 61,5 ppm. A presenca das absorcdes intensas em 1761 cm™ e em
1205 cm™ no espectro no infravermelho (Anexo 36, Pag. 143) referentes aos
estiramentos do grupo éster corroboram a caracterizacéo do derivado LDT296 (28).

De posse do derivado LDT296 (28), este foi submetido a reacdo de hidrélise
do grupo éster com hidroxido de litio em mistura de THF/agua na presenca de
catalisador de transferéncia de fase Aliquat®. Apds 4 horas, foi obtido o &cido
carboxilico correspondente (LDT297, 29), em rendimento de 78%, na forma de um
sélido branco e caracterizado em CCD como uma unica mancha (Rf 0,33 CLF:EtOH
40%). O derivado apresentou deslocamentos quimicos pertinentes ao metileno alfa a
ao acido carboxilico em 4,59 ppm (RMN 'H, MeOD; 500 MHz; Anexo 37, Pag. 144) e
65,9 ppm RMN 13C (MeOD; 75 MHz; Anexo 38, Pag. 145), confirmando a
manutencdo da estrutura apés hidrélise, bem como a presenca de sinal em 172,9
ppm relativo ao carbono carboxilico no espectro de RMN de 3C. A auséncia dos
sinais em 4,27 ppm (s, RMN H) e 61,5 ppm RMN 3C (MeOD; 125 MHz), referentes
ao grupo etoxila corroboram a caracterizagcdo do derivado LDT297. A analise do
espectro no infravermelho (Anexo 39, Pag. 146) apresenta deslocamento da
absorcdo intensa em 1740 cm referente ao grupo carbonila do beta-oxacido,
caracterizando o derivado LDT297 (29).

Prosseguindo com o planejamento sintético, o éster-derivado LDT296 (28) foi
submetido a reacdo de oxidagdo com reagente de Jones em acetona, sob banho de
gelo, levando ao carbometoxiacido LDT298 (30) em rendimento de 83%, obtido

como um liquido incolor e caracterizado em CCD como uma unica mancha (Rf 0,55
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CLF:EtOH 40%). A caracterizacdo de 30 por RMN, revelou a auséncia dos sinais
correspondentes ao grupo metileno no carbono 8, em 3,66 ppm e em 63,2 ppm
(Anexo 40, Pag. 147), onde foi identificado o sinal em 179,8 ppm relativo ao carbono
carboxilico no espectro de RMN de 3C (Anexo 41, Pag. 148). Dados do espectro no
infravermelho (Anexo 42, P&4g. 149) apresenta deslocamentos da absorgfes
intensas em 1735 cm™® e 1760 cm™ referentes aos grupos carbonilas do 3-
carbetoxiacido corroborando a estrutura do derivado LDT298 (30).

O acido LDT298 (30) foi submetido ao mesmo protocolo de hidrélise
realizado para os derivados LDT15, LDT408 e LDT296, originando o diacido LDT299
(31) na forma de um sélido branco em rendimento de 95%, caracterizado como uma
tnica mancha em CCD (Rf 0,35% CLF:EtOH 40%). O diacido foi caracterizado por
RMN pela presenca de simpleto em 4,61 ppm confirmado pelo sinal em 65,9 ppm
referente ao metileno alfa. A auséncia dos sinais em 4,28 ppm (g, RMN H; Anexo
43, P4ag. 150) e 61,5 ppm RMN 3C (MeOD; 125 MHz; Anexo 44, Pag. 151),
referentes ao grupo etoxila bem como a presenca de dois sinais em 172,9 ppm e
177,8 ppm confirmam a presenca de duas carboxilas na caracterizacdo do derivado
LDT299. O espectro no infravermelho (Anexo 45, Pag. 152) revelou absorcbes
caracteristicas as deformacg6es dos grupos carbonila em 1735 cm™* e 1707 cm,
caracterizando o diacido LDT299 (31).

De maneira a obter-se o derivado diéster, o composto LDT298 (30) foi
submetido a reacao de esterificacdo com iodeto de etila na presenca de carbonato
de potédssio em acetona, por duas horas a 65°C, fornecendo LDT480 (32) na foram
de um liguido incolor em rendimento de 98%, caracterizado em CCD como uma
anica mancha (Rf 0,88 CLF:EtOH 40%). O derivado apresentou deslocamentos
quimicos pertinentes aos metilenos dos grupos etoxila em 4,11 e 4,26 ppm (RMN H,
CDCls; 300 MHz; Anexo 46, Pag. 153) e em 60,3 e 61,4 ppm em seu espectro de
RMN 13C (CDCls; 75 MHz; Anexo 47, Pag. 154). Andlise do espectro no
infravermelho (Anexo 48, Pag. 155) apresenta deslocamentos de absorcdo intensa
em 1762 e 1735 cm? referentes aos estiramentos dos grupos ésteres,
caracterizando o derivado LDT480 (32).

Um resumo das condicbes reacionais e caracteristicas quimicas dos
derivados LDT296 (28), LDT297 (29), LDT298 (30), LDT299 (31) E LDT480 (32)

estdo ilustrados na Tabela 3.
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Tabela 3: Condicdes reacionais, caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo dos
derivados LDT296 (28), LDT297 (29), LDT298 (30), LDT299 (31) e LDT480 (32), da série octila.
W.

\”/\o

(e}

\Z
Composto W Y z Rgz)d. (E(f:)
LDT296 (28) OEt CH: OH 62 --*
LDT297 (29) OH CH: OH 78 85-87
LDT298 (30) OEt Cco OH 83 --*
LDT299 (31) OH CoO OH 95 99-101
LDT480 (32) OEt Cco OEt 98 --*

* Obtido como um liquido
Fonte: Proprio autor.

Dando inico aos derivados com a presenca do grupo gem-dimetil no carbono
alfacarbonilados, o LDT71 (22) foi submetido ao mesmo protocolo de O-alquilacéo
regioespecifica, seguindo metodologia para obtencdo do LDT296 (28), utilizando
como reagente a-bromoisobutirato de etila. O derivado éster LDT476 (33) foi obtido
como um liquido incolor em rendimento de 90% e caracterizado como uma unica
mancha em CCD (Rf 0,88 CLF:EtOH 40%). Na analise espectroscopica as metilas
geminadas foram caracterizadas pelos sinais em RMN de carbono 13 em 25,5 ppm,
onde o carbono terciario alfa a carbonila foi identificado em 79,1 ppm no mesmo
espectro. Adicionalmente, os deslocamentos quimicos pertinentes ao metileno do
grupo etoxila em 4,22 ppm (RMN H; Anexo 49, P4g. 155) e em 61,5 ppm (RMN 13C;
Anexo 50, Pag. 157) corfirmam a presenca do éster. O carbono carbonilico foi
assinalado por presenca de sinal caracteristico em 174,6 ppm em seu espectro de
RMN 13C. Adicionalmente, a presenca de banda de absorcdo em 1734 cm™ (Anexo
51, Pag. 158) referente a carbonila, corroborou para caracterizacdo do LDT476 (33).

Assim como na rota sintética empregada para a série metileno ndo substituida
empregando LDT296 (28), LDT476 (33) foi submetido a reagéo de hidrélise do grupo
éster com hidroxido de litio, originando o derivado acido LDT477 (34), na forma de
um liquido incolor em rendimento de 99% e caracterizado em CCD como uma Unica
mancha (Rf 0,51 CLF:EtOH 40%). 34 foi caracterizado pela manutencéo do carbono
alfa contendo as gem-metilas, o qual foi confirmado por presenca de sinal em 79,4
ppm em seu espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls; Anexo 53, P4g. 160), bem como
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pela presenca de sinal em 177,8 ppm relativo ao carbono carboxilico no espectro de
RMN de 3C. A auséncia dos sinais em 4,22 ppm (RMN H; Anexo 52, P4g. 159) e
61,5 ppm RMN 13C, referentes ao metileno do grupo etoxila corroboram a
caracterizacdo do derivado LDT477 (34). A Analise do espectro no infravermelho
(Anexo 54, P4g. 161) apresenta deslocamento da absorcdo intensa em 1719 cm
referente ao grupo carbonila do beta-oxacido, caracterizando o derivado LDT477.

Dando prosseguimento, o éster-derivado LDT476 (33) foi submetido a reacao
de oxidacdo com reagente de Jones levando ao carbometoxiacido LDT478 (35),
obtido como um liquido incolor em rendimento de 80%, caracterizado como uma
Unica mancha em CCD (Rf 0,68 CLF:EtOH 40%). A caracterizacao do derivado por
meio de espectro RMN 'H (300 MHz, CDCIs; Anexo 55, Pag. 162), revelou a
auséncia de sinal correspondente ao metileno em C8 com deslocamento quimico em
3,60 ppm e em 63,1 ppm RMN 13C (CDCIs; 75 MHz; Anexo 56, Pag. 163).
Adicionalmente, a presenca de sinal em 180,0 ppm relativo ao carbono carboxilico
no espectro de RMN *3C, identifica o novo grupo funcional. Dados do espectro no
infravermelho (Anexo 57, Pag. 164) apresentam deslocamentos da absorcbes
intensas em 1734 cm™? e 1709 cm™ referentes aos grupos carbonilas do LDT478,
corroborando a caracterizagdo do composto 35.

Por sua vez, o 4cido LDT478 (35) foi submetido ao protocolo de hidrdlise,
originando o diacido LDT479 (36), na forma de um liquido amarelo em rendimento
de 82%, evidenciado como uma unica mancha em CCD (Rf 0,88 CLF:EtOH 40%).
36 foi caracterizado pela presenca dos sinais em 180,5 ppm e 179,5 ppm RMN de
carbono 13 pernitentes aos grupos carboxilicos. A auséncia dos sinais em 4,23 ppm
(RMN !H, CDCIz; 300 MHz; Anexo 58, P4g. 165) e 61,5 ppm RMN *3C (Anexo 59,
Pag. 166) referentes ao grupo metileno do grupo etoxila corroboram a
caracterizacdo do derivado LDT479 (36). O espectro no infravermelho (Anexo 60,
Pag. 167) revelou absorcéo caracteristica as deformacdes dos grupos carbonila em
1710 cm?, caracterizando o diacido LDT479.

Por fim, o composto LDT478 (35) foi submetido a reacdo de esterificagdo com
iodeto de etila, fornecendo o diéster LDT481 (37) em rendimento de 79%, na forma
de solido branco e caracterizado em CCD como uma unica mancha (Rf 0,83
CLF:EtOH 40%). O derivado apresentou deslocamentos quimicos pertinentes aos
grupos etoxila em 4,11 e 4,22 ppm (RMN *H, CDCIlz; 300 MHz; Anexo 61, Pag. 168)
bem como sinais em 60,3 e 61,5 ppm em seu espectro de RMN 3C (CDCls; 75 MHz;
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Anexo 62, P4g. 169). A analise do espectro no infravermelho (Anexo 63, Pag. 170)
apresenta deslocamento de absorcdo intensa em 1710 cm? referente aos
estiramentos dos grupos ésteres, caracterizando o derivado 37. Um resumo das
condicOes reacionais e caracteristicas quimicas dos derivados LDT476 (33), LDT477
(34), LDT478 (35), LDT479 (36) e LDT481 (37) estéo ilustrados na Tabela 4.

Tabela 4: Condicdes reacionais, caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo dos
derivados LDT476 (33), LDT477 (34), LDT478 (35), LDT479 (36) e LDT481 (37), da série octila.

S
W, {
o

0]

\Z
Composto W Y Z R(e(z)z)d. (Eé
LDT476 (33) OEt CH: OH 65 --*
LDT477 (34) OH CH: OH 99 --*
LDT478 (35) OEt CcoO OH 80 --*
LDT479 (36) OH CO OH 82 --*
LDT481 (37) OEt Cco OEt 79 39-42

* Obtido como um liquido
Fonte: Proprio autor.

6.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA

6.2.1 Ensaio de gene reporter: Luciferase

Uma vez sintetizados e caracterizados por métodos espectroscépicos, 0s
derivados foram submetidos a ensaio farmacolégico de gene repérter em células do
rim embrionario humano HEK293 e avaliados quanto a atividade luciferase, em
diferentes concentracdes, para PPARa, PPARB/® e PPARy. Os ensaios foram
realizados no Nuclear Hormone Receptors in Human Health and Disease da

Universidade de Toronto.

6.2.1.1 PPARa

Inicialmente, os compostos foram avaliados quanto a atividade agonista em

PPARa a 50,0 uM por meio de ensaio com GAL4-hPPARa, utilizando como controle
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GW7647 a 10,0 nM, sendo os veiculos etanol (EtOH) e dimetilsulféxido (DMSO)
(Figura 12).

Figura 12: Atividade transcricional em PPARa dos compostos da série pentadecila a 50,0 pM em
células HEK293. Sendo os veiculos, EtOH e DMSO, e o controle positivo, GW7647 a 10,0 nM.
Resposta do veiculo evidenciada pela linha tracejada.
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Fonte: Proprio autor.

Na série pentadecila os resultados demonstraram que os derivados LDT15
(24) e LDT16 (25) obtiveram respectivos perfis superior e similar ao controle
GW7647 (Figura 13), induzindo a atividade transcricional do receptor. Por sua vez,
LDT408 (26) e o LDT409 (27) foram considerados ativadores fracos com atividade

de transcricdo em PPARa duas vezes acima do veiculo.

Figura 13: Estrutura molecular do controle positivo GW7647, ativador de PPARa.

O AT e
" L0

Fonte: Proprio autor.

Os derivados LDT15 (24), LDT16 (25), LDT408 (26) e LDT409 (27)
demonstraram atividade transcricional no receptor alfa, e desta maneira, foram
submetidos a nova avaliagdo em diferentes concentragcbes, 10,0 nM a 100,0 uM,
para determinacdo da poténcia individual e confeccdo da curva dose-resposta
(Figura 14).
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Figura 14: Atividade luciferase dos compostos LDT15 (24), LDT16 (25), LDT408 (26) e LDT409 (27)
comparadas atraves de curva dose-resposta, em relagcao ao controle GW7647.
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Fonte: Proprio autor.

Os valores de ECsp variaram de 0,20 uM a 8,91 uM (Tabela 5) e todos os
derivados demonstraram atividade parcial quando comparados ao agonista total
GW7647 (ECso 6,50 nM) (Figura 14). LDT15 (24) ativou PPARa de forma parcial,
com ECso 3,45 pM, sendo considerado o composto mais ativo neste ensaio. Apesar
do perfil agonista demonstrado pelo LDT16 (25), este revelou-se toxico as células,

que se tornaram pequenas e murchas.

Tabela 5: Valores de ECso para os compostos LDT15, LDT16, LDT408 e LDT409, da série
pentadecila, e do controle positivo GW7647, no PPARa.

W. A
T\O
(¢}

Composto A W ECso
LDT15 (24) CH> OEt 3,45 uM
LDT16 (25) CH2 OH 0,93 uM
LDT408 (26) C(CHzs)2 Oet 8,91 uM
LDT409 (27) C(CHzs)2 OH 0,20 uM
GW7647 - - 6,50 nM

Fonte: Proprio autor.

Na série octila (Figura 15), para a identificacdo dos compostos agonistas, 0s
derivados-alvo foram avaliados quanto a atividade luciferase em GAL4-hPPARa a
50,0 uM. Tanto o LDT72 (23), quanto o LDT482 (39) foram ativos frente ao receptor
a, com atividade de transcricdo duas vezes acima do veiculo utilizado (Figura 15 A).
LDT296 (28) demonstrou atividade de transcricdo no receptor a, duas vezes acima
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do veiculo e LDT298 (30) foi ativo trés vezes acima do veiculo etanol. Por sua vez,
LDT480 (32) foi considerado o melhor ativador da série B com atividade de
transcricdo superior a do controle GW7647 (Figura 15 B). Por fim, com excecédo de
LDT476 (33), todos os compostos da serie C demonstraram perfil de ativacdo em
PPARa quando testados a 50,0 uM (Figura 15 C). Em destaque, LDT477 (34) e
LDT480 (32) foram considerados 0s compostos mais ativos nesse ensaio.

Figura 15: Atividade transcricional em PPARa dos compostos da série octila testados a 50,0 uM em
células HEK293. Sendo os veiculos, EtOH e DMSO, e GW7647 a 10,0 nM como controle positivo.
Resposta do veiculo evidenciada pela linha tracejada.
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Para determinar a poténcia individual dos compostos mais ativos em PPARaq,
LDT477 (34) e LDT480 (32), andlise de curva dose-resposta foi realizada (Figura
16).

Figura 16: Atividade luciferase dos compostos LDT477 (34) e LDT480 (32) comparadas atraves de
curva dose-resposta, em relacdo ao controle GW7647.
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Fonte: Proprio autor.

Quando comparados ao agonista total GW7647, 34 e 32 demonstaram
atividade parcial, com valores de ECso de 20,0 pM e 3,9 pM, respectivamente
(Tabela 6).

Tabela 6: Valores de ECso para os compostos LDT477 e LDT480 da série octila e do controle positivo

GW7647, no PPARa.
W. A
\“/ o
o)

Y.
\Z

Composto A W Y Z ECso
LDT477 (34) C(CHsz)2 OH CH2 OH 20,7 uM

LDT480(32) CH: OEt CO OEt 3,90 uM
GW7647 - ~ -~ -~ 650nM

Fonte: Proprio autor.

6.2.1.2 PPARRB/®

Para o receptor B/d (Figura 17), os compostos da seérie pentadecila foram
testados a 50,0 uM, tendo como controle GWO0742 a 25,0 nM, utilizando como
veiculos, EtOH e DMSO. O derivado LDT15 (24) foi considerado fraco ativador do
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receptor B, e apesar da indugéo da transcricdo mediada pelo LDT16 (25), este se

mantenve toxico para as células.

Figura 17: Atividade transcricional em PPAR[/6 dos compostos da série pentadecila em células
HEK?293. Sendo os veiculos, EtOH e DMSO, e GW0742 a 25,0 nM (controle positivo).
Resposta do veiculo evidenciada pela linha tracejada.
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Fonte: Proprio autor.

Na série octila (Figura 18), o derivado LDT298 (30) demonstrou atividade
transcricional no receptor /6 a 50,0 pM, duas vezes acima da atividade
demonstrada pelo veiculo etanol. Por sua vez, o diéster LDT480 (32) obteve perfil de

ativacao superior ao controle positivo (GW0742, 25,0 nM) (Figura 19).

Figura 18: Atividade transcricional em PPARRB/® dos compostos da série octila, em células HEK293.
Sendo os veiculos, EtOH e DMSO, e e GW0742 a 25,0 nM (controle positivo).
Resposta do veiculo evidenciada pela linha tracejada.
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Figura 19: Estrutura molecular do controle positivo GW0742, ativador de PPARR.

Fonte: Proprio autor.

6.2.1.3 PPARy

Inicialmente, os compostos foram avaliados quanto a atividade agonista em
PPARYy a 50,0 uM por meio de ensaio com GAL4-PPARYy, utilizando como controle o
agonista tiazolidinadioénico rosiglitazona (2) a 50,0 nM, sendo os veiculos EtOH e
DMSO (Figura 20).

Figura 20: Atividade transcricional em PPARy dos compostos da série pentadecila testados a
concentracédo de 50,0 uM em células HEK293. Sendo os veiculos, etanol e DMSO, e rosiglitazona (2)
a 50,0 nM (controle positivo). Resposta do veiculo evidenciada pela linha tracejada.
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Fonte: Proprio autor.

Na série pentadecila (Figura 20), os resultados demonstraram que 0s
derivados LDT15 (24) e LDT16 (25) foram ativadores de transcricao no receptor y
em relacdo ao veiculo etanol e ao controle. Por sua vez, LDT408 (26) foi
considerado fraco ativador com perfil de ativagcdo duas vezes acima do veiculo,
evidenciado pela linha tracejada. Para determinacdo das poténcias individuais dos
compostos ativadores de PPARYy, os derivados LDT15 (24), LDT16 (25) e LDT408
(26) foram submetidos a nova avaliacdo em diferentes concentra¢des, 10,0 nM a

100,0 uM, e curva dose-resposta foi confeccionada (Figura 21).
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Figura 21: Atividade luciferase dos compostos LDT15 (24), LDT16 (25) e LDT408 (26) comparadas
atraves de curva dose-resposta, em relacéo ao controle rosiglitazona (2).
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Fonte: Proprio autor.

O LDT15 (24) ativou PPARy de forma concentragdo dependente, com ECso
42,0 uM (Tabela 7), caracterizando-o como um agonista parcial (Figura 21) em
contraste com a ativacdo do receptor pelo controle agonista, rosiglitazona, com ECso
48,0 nM. Apesar do perfil agonista total com ECso 3,65 uM, LDT16 (25) revelou-se

toxico as células. Por fim, o LDT408 (26) demonstrou atividade parcial no receptor y.

Tabela 7: Valores de ECso para os compostos LDT15, LDT16 e LDT408 da série pentadecila e do
controle positivo rosiglitazona, no PPARYy.

W. A
T\O
(¢}

Composto A W ECso
LDT15 (24) CH> OEt 42,7 uM
LDT16 (25) CH: OH 3,65 pM
LDT408 (26) C(CHzs)2 OEt 0,60 uM
Rosiglitazona (2) - - 48,7 nM

Fonte: Proprio autor.

No planejamento estrutural, acreditava-se que a introducdo do grupo acido
carboxilico poderia levar ao aumento da poténcia dos compostos por interacdes
polares com a triade catalitica e com o aminoacido arginina 288. A introducdo do
grupo acido nos derivados LDT16 (25) e LDT409 (27), quando comparados aos
ésteres LDT15 (24) e LDT408 (26), acarretou em diminuicdo da ativdade nos
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receptores. No entanto, para os derivados LDT297 (29), LDT477 (34) e LDT479 (36)
aumentou significativamente a ativagdo de PPARYy.

Para a série octila, dentre os compostos avaliados a 50,0 uM (Figura 22),
LDT296 (28), LDT297 (29) e o LDT298 (30) demonstraram atividade de transcricao
em PPARYy duas vezes acima do veiculo utilizado, por sua vez, LDT480 (32), obteve
perfil de ativacdo superior ao controle rosiglitazona (Figura 22 B). Bem como 0s
derivados LDT477 (34), LDT478 (35), LDT479 (36) e LDT481 (37) foram

considerados ativadores de transcrigdo no receptor y (Figura 22 C).

Figura 22: Atividade transcricional em PPARy dos compostos da série octila a 50,0 uM em células
HEK?293. Sendo os veiculos, EtOH e DMSO, e rosiglitazona a 50,0 nM (controle positivo).
Resposta do veiculo evidenciada pela linha tracejada.
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LDT477 (34) e o LDT480 (32) foram considerados como 0s mais ativos em
PPARYy e para determinagcédo de suas poténcias individuais, andlise de curva dose-
resposta foi realizada (Figura 23). Quando comparados ao controle rosiglitazona (2),
34 e 32 demonstaram atividade de agonistas totais, com valores de ECso de 14,0 uM

e 21,0 uM, respectivamente (Tabela 8).

Figura 23: Atividade luciferase dos compostos LDT477 e LDT480 em PPARYy comparadas atraves de
curva dose-resposta com o controle, rosiglitazona.

HEK293-GAL4-hPPARg

204

151

— LDT477
— LDT480

RLU

104

— Rosiglitazona

0 T T T 1
-20 -15 -10 -5 0
Log[Agonista]l] M

Fonte: Proprio autor.

Tabela 8: Valores de ECso para os compostos LDT477 e LDT480 da série octila e do controle positivo

rosiglitazona, no PPARYy.
W. A\
\”/ o
o

Y.

\Z
Composto A W Y Z ECso
LDT477 (34) C(CHs)2 OH CH: OH 14,4uM
LDT480 (32) CH2 OEt CO OEt 21,1uM

Rosiglitazona (2) -- -- -- -- 48,7 nM
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De modo geral, os derivados LDT15 (24), LDT16 (25), LDT408 (26), LDT409
(27), LDT480 (32) e LDT477 (34) apresentaram ativagdo de transcricdo de PPARa
(Tabela 9). Na série pentadecila, o derivado éster LDT15 (24), com grupo aceptor de
ligacdo de hidrogénio, foi considerado o composto mais ativo, com atividade de
agonista parcial quando comparado ao controle GW7647. Por sua vez, o diéster
LDT480 (32) foi o maior indutor de transcricdio de PPARa na série octila,
apresentando perfil de agonista parcial. A ativacdo de transcricdo de PPARP/5 foi
mediada apds tratamento com os derivados LDT15 (24) e LDT298 (30), os quais
apresentaram fraca atividade agonista. No entanto, os compostos LDT16 (25) e
LDT480 (32) obtiveram bom perfil de ativacdo quando comparados aos veiculos e
ao controle GWO0742. Por fim, a transcricdo de PPARYy foi induzida pelos derivados
LDT15 (24), LDT16 (25), LDT480 (32) e LDT 477 (34). Entre 0s os compostos da
série octila destacaram-se LDT480 (32) e LDT477 (34) com atividade de agonistas

totais quando comparados ao controle rosiglitazona.

Tabela 9: Perfil de atividade e valores de ECso para os derivados-alvo ativos em PPAR.

Composto PPARa PPARf PPARy Composto PPARa PPARp PPARy
(ECs0) (ECs0) (ECs0) (ECs0) (ECs0) (ECs0)

LDT10 (18) - LDT298 (30) *

LDT12 (19) - LDT299 (31) -

LDT27 (20) - LDT480 (32) 3,90 uM * 21,1 uM

LDT71 (22) - LDT476 (33) o

LDT72 (23) " LDT477 (34) 20,7 uM - 14,4 uM

LDT15 (24) 3,45 uM " 427uM  LDT478 (35) * - *

LDT16 (25) 0,93 uM . 3.65uM  LDT479 (36) * - *

LDT408 (26) 8,91 uM - 060M LDT481 (37) * - *

LDT409 (27) 0,20 uM - - LDT80 (38) * - -

LDT296 (28) * - * LDT482 (39) * - -

LDT297 (29) " - *

* Avaliacd@o farmacol6gica em andamento.
** Sem atividade farmacoldgica em PPAR.
Fonte: Proprio autor.

Desta maneira, o derivado LDT480 (32) foi considerado um “pan-agonista”,
uma vez que obteve a capacidade de induzir a transcricdo de ambos os subtipos de

PPAR: PPARa, PPARB/® e PPARy. No entanto, apesar do bom perfil de ativacao
demonstrado pelo LDT16 (25) induzindo a transcricdo de ambos os subtipos, este
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alterou morfologicamente as células, que se tornaram pequenas e murchas, sendo

necessario estudos complementares de citotoxicidade.

6.2.2 Ensaio em hepatocitos primarios

Tratamento de hepatdcitos primarios com 50,0 uM dos compostos LDT15
(24), LDT16 (25), LDT297 (29), LDT477 (34), LDT479 (36) e LDT481 (37) resultou
na supra-regulacdo da expressédo de Fgf21 (Figura 24 A), hormdnio com potentes
propriedades anti-diabéticas por promover a sensisibilizacdo a insulina e oxidacao
de &cidos graxos. A expressao de CPT-1 (Figura 24 B), uma enzima limitadora de
velocidade na B-oxidagdo, também foi aumentada ap6s o tratamento com a maioria
dos ligantes quando comparado ao veiculo e ao controle 50,0 uM de WY14643, com
excessao dos derivados LDT71 (22), LDT72 (23), LDT296 (28) e LDT298 (30). A
expressédo de PDK4 (Figura 24 C), enzima que permite a utilizagdo preferencial de
acidos graxos como fonte de energia, ao invés da glicose, foi supra-regulada pelos
derivados LDT15 (24), LDT16 (25), LDT408 (26), LDT297 (29), LDT476 (33),
LDT477 (34), LDT479 (36) e LDT481 (37).

Por fim, o tratamento com LDT15, LDT16, LDT408, LDT297, LDT476,
LDT477, LDT479 e LDT481 aumentou significativamente a expressdo de genes
importantes, envolvidos na captacao de acidos graxos, FABP1 e CD36 (Figura 24 D
e E).

Figura 24: Efeito dos derivados LDTs testados a 50,0 uM sobre hepatdcitos primérios, em relacdo ao
controle 50,0 uM de WY14643, sendo o veiculo EtOH. Avaliacdo da expressdo de genes envolvidos
na oxidacdo de 4cidos graxos, FgF1l, PDK4 e CPT1, bem como genes responsaveis pela captacéo

de &cidos graxos, FABP1 e CD36.
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Apesar da atividade agonista parcial demonstrada pelos derivados nos
ensaios de gene reporter no PPARa, quando comparados ao controle GW7647, nos
hepatocitos primarios foi vista eficacia similar ao controle WY14643, na ativacéao de
genes alvo do receptor a. Novamente, LDT16 (25) se destacou por sua atividade
agonista total em PPARa, mas este se manteve toxico as células.

Os resultados em hepatécitos primarios sugerem a capacidade dos
compostos, LDT15 (24), LDT16 (25), LDT408 (26), LDT409 (27), LDT297 (29),
LDT476 (33), LDT477 (34), LDT479 (36) e LDT481 (37), em promover a oxidacao e
captacdo de acidos graxos no figado, reduzindo as taxas de lipideos circulantes.
Estes sao efeitos benéficos de agonistas PPARa, usados para corrigir distlrbios

metabdlicos, como na dislipidemia e no diabetes tipo 2 (Tabela 10).

Tabela 10: Perfil de atividade dos derivados-alvo na expresséo de genes em hepatocitos primarios.

Composto Atividade Composto Atividade

LDT71 (22) i LDT480 (32) *

LDT72 (23) i LDT476 (33) Ativo

LDT15 (24) Ativo LDT477 (34) Ativo

LDT16 (25) Ativo LDT478 (35) o
LDT408 (26) Ativo LDT479 (36) Ativo
LDT409 (27) Ativo LDT481 (37) Ativo
LDT296 (28) ** LDT80 (38) o
LDT297 (29) Ativo LDT482 (39) o
LDT298 (30) *x

** Sem atividade farmacoldgica.
Fonte: Proprio autor.

6.2.3 Ensaio de diferenciacéo de adipécitos

Na sequéncia, visando acessar a capacidade dos derivados-alvo sob a
ativacdao do PPARY, foi realizado o ensaio de diferenciagcdo de adipécitos utilizando
pré-adipocitos provenientes do camundongo Swiss, 3T3 linhagem 1.

Células 3T3-L1 foram cultivadas e com o inicio da diferenciagéo, as células
foram tratadas com 25,0 uM do ligante, do controle positivo, rosiglitazona, ou dos
veiculos, etanol e DMSO. As células 3T3-L1 foram lisadas para a avaliacdo da
expressdo de marcadores de adipogénese, Ap2, LPL e CD36, e expressdo de
adiponectina, um horménio secretado pelos adipocitos maduros responsavel por

aumentar a sensibilidade em relagéao a insulina, estimular a captagéo de glicose pelo
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musculo e minimizar a gliconeogénese no figado. A expressao das proteinas desses
marcadores adipogénicos foi mensurada por qPCR (Figura 24), por meio de
expressao de RNA.

Tratamento dos pré-adipocitos 3T3-L1 com 25,0 uM dos derivados-alvo
resultou na regulacdo de PPARYy (Figura 25 A), receptor importante na diferenciacao
de adipdcitos. Na série pentadecila, LDT15 (24), LDT408 (26) e LDT409 (27)
aumentaram a expressao dos marcadores de diferenciacdo de adipdcitos, indicando
a inducdo da adipogénese (Figura 25 B, C e D). A expressdo de adiponectina
(Figura 25 E) foi induzida em um grau superior a rosiglitazona por LDT15 (24) e
LDT409 (27). Por sua vez, LDT408 também aumentou significativamente a
expressdo de adiponectina quando comparado ao veiculo. Considerando a série
octila, o tratamento com LDT297 (29), LDT477 (34), LDT479 (36) e LDT481 (37)
induziu adipogénese nas células 3T3-L1, resultando em aumento dos marcadores
adipogénicos (Figura 25 B, 25 C e 25 D). A expressao de adiponectina também foi

aumenta pelo tratamento com os mesmos ligantes (Figura 25 E).

Figura 25: Efeito do derivados LDTs a 25,0 uM sobre a adipogénese de pré-adipdctios 3T3-L1, em
relacdo ao controle 25,0 uM de rosiglitazona (2), sendo os veiculos, EtOH e DMSO. Avaliagéo da
expressdo de marcadores de adipogénese, Ap2, LPL, CD36 e adiponectina.
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vermelho O (Figura 26) demonstrou que os derivados LDT409 (27), LDT477 (34) e

LDT481 (37) induzem o acumulo intracelular de lipideos de forma comparavel a

rosiglitazona. Os derivados LDT15 (24) e LDT297 (28) sé&o capazes de induzir a

adipogénese em menor grau quando comparado ao controle, com células adipécitas

maiores. Por sua vez, os compostos LDT16 (25) e LDT408 (26) induziram menor

acumulo intracelular de lipideos, em relacdo as células 3T3-L1 tratadas com

rosiglitazona.
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Figura 26: Efeito do LDT15, LDT16, LDT408, LDT409, LDT297, LDT477 e LDT481 sobre a
adipogénese de pré-adipoctios 3T3-L1. Dois dias apds confluéncia, células 3T3-L1 foram induzidas a
se diferenciarem em adipécitos, cultivadas por 8 dias, tratadas com diferentes ligantes ou veiculo,
DMSO e EtOH. Na sequéncia, coradas com 6leo vermelho O e observadas por microscopia.
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As TZDs, agonistas PPARYy, induzem o aumento excessivo da diferenciacao
de adipdcitos nas células 3T3-L1, aumentando a acumulacdo de lipideos e
ocasionando ganho ponderal. De maneira geral, o efeito benéfico da ativacdo da
diferenciacdo de adipdcitos mediada por PPARYy foi encontrado mostrando potente
aumento nos niveis de marcadores adipocitarios, bem como de adiponectina, apés
tratamento com os derivados LDT15 (24), LDT408 (26), LDT409 (27), LDT297 (29),
LDT477 (34), LDT479 (36) e LDT481 (37), com taxa global de diferenciacdo de
adipdcitos inferior a da rosiglitazona, o que espera-se ser benéfico terapeuticamente,
uma vez que havera sensibilizagdo a insulina, sem o ganho de peso indesejavel

ocasionado pelas TZDs (Tabela 11).

Tabela 11: Perfil de atividade dos derivados-alvo na diferenciagdo de adipocitos.

Composto Atividade Composto Atividade
LDT71 (22) i LDT297 (29) Ativo
LDT72 (23) o LDT480 (32) %
LDT15 (24) Ativo LDT476 (33) *
LDT16 (25) i LDT477 (34) Ativo
LDT408 (26) Ativo LDT479 (36) Ativo
LDT409 (27) Ativo LDT481 (37) Ativo

LDT296 (28)

*%

LDT482 (39)

*%

** Sem atividade farmacoldgica.

Fonte: Proprio autor.
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ConclusOes e Perspectivas
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A metodologia sintética mostrou-se eficaz para a obtencdo dos derivados-
alvo, tendo o cardanol monoinsaturado como material de partida. Neste contexto,
foram sintetizados 21 compostos, sendo 2 intermediarios-chave, LDT10, 18 (90%) e
LDT71, 22 (79%) e os compostos finais em rendimentos globais que variaram de
62% a 99%. A metodologia sintética empregada na obtencdo dos compostos-alvos
mostrou-se linear ao utilizar reacfes classicas: acetilacdo, metilacdo, O-alquilacao,
hidrogenacéo catalitica, ozondlise, reducdo com hidretos metalicos, oxidacdo e
hidrolise alcalina por meio de aquecimento convencional ou radiagdo micro-ondas. A
utilizacdo de métodos simples e eficientes para a obtencdo das moléculas-alvo
capazes de atuar sobre alvos biologicos esta de acordo com os paradigmas e
conceitos em Quimica Medicinal. A caracterizacdo estrutural dos intermediarios e
compostos-alvo se deu por meio de métodos espectroscopicos de andlise 1V, RMN
H e RMN 13C.

A avaliacdo farmacoldgica por meio de ensaio de gene repdrter, ensaio em
hepatocitos primarios e sob a diferenciacédo de adipdcitos, foi capaz de evidenciar a
atividade dos compostos sintetizados pela determinagcdo da capacidade de ativar a
transcricdo dos receptores e pelo calculo de ECso frente aos controles utilizados,
bem como pela capacidade de alterar a expressao de genes.

Assim, os melhores ligantes desenvolvidos para PPARa foram os compostos
com a presenca do grupo éster, aceptor de ligacdo de hidrogénio, LDT15 (24) e
LDT480 (32), com ECso de 3,45 uM e 3,90 puM, respectivamente, configurando-os
como agonistas parciais em relacéao a ativagao da transcricdo pelo controle GW7647
com ECso de 6,50 nM. Ja para PPARYy, o derivado acido LDT477 (34) e o diéster
LDT480 (32) foram os compostos mais ativos com ECso de 14,0 uM e 21,0 uM,
respectivamente, caracterizando os como agonistas totais em relacdo ao controle
rosiglitazona, com ECso de 48,0 nM. Os referidos derivados foram capazes de
aumentar a expressao de genes envolvidos na promocgao da captagéo e na oxidagao
de &cidos graxos, assim como induzir a diferenciacéo de adipécitos.

Os resultados preliminares permitiram a validacdo do planejamento estrutural

revelando a capacidade desses compostos em atuarem sobre PPARa e PPARY,
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fornecendo fundamentacdes para otimizacdo molecular na busca de ligantes com
melhor perfil.

Neste sentido, otimizacdo dos rendimentos das reagdes, avaliagdo dos novos
ligantes por ensaio de competicdo, estudos de modelagem molecular, ensaio de
citotoxicidade, ensaios farmacoldgicos em osteoblastos, na cascata inflamatoria, na
modulacdo de secretases, bem como avaliacdo farmacoldgica in vivo dos melhores
ligantes, constituem perspectivas do trabalho na validacdo do planejamento
estrutural, bem como no estabelecimento da relacéo estrutura-atividade quimica de

um possivel agonista dual PPARaly.
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ANEXO 1 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3):
3-Pentadecilfenol (LDT10, 18)
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ANEXO 2 — Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDClz):
3-Pentadecilfenol (LDT10, 18)
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ANEXO 3 - Espectro no infravermelho (cm, KBr):
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ANEXO 4 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDClz3):
Acetato de 3-Pentadecilfenila (LDT12, 19)

)J\O CisHz

/ WP

el S - W0 g = TS T om T
it o oo =g o= — o E =
T= 5 FF-= = T=3=cCc=-Fc
- I R A =R R R o=
L Y X el

\

|
Jr\ ﬁ.__)l L
) J\ N
(s. 6 5 5 17 [z
— == Wi i S o
T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 15 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 15 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

111



112

ANEXO 5 — Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDClz):
Acetato de 3-Pentadecilfenila (LDT12, 19)
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ANEXO 6 — Espectro no infravermelho (cmt, KBr):
Acetato de 3-Pentadecilfenila (LDT12, 19)
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ANEXO 7 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls):
1-Metoxi-3-pentadecilbenzeno (LDT27, 20)

114

~
o CisH3y
SSZEzSREs 5 8% 2o BE =Nz
ERTI
= Rts Y= el i - - SSo
| |
\ \ \‘/
NNV \I/ /A
l‘
.'
)
| l
‘ ~1 a fl
wh__ _JJ’L _/|»_ _M A U W L U
|| S |
N\ WY 1 |
fs f% ﬁ 7 E \,( &
- —|= el i 2 o
T T T T T T T T T T T T T T
80 15 7.0 6.0 55 50 45 40 35 3.0 20 1 Lo ppm



ANEXO 8 — Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDClz):
1-Metoxi-3-pentadecilbenzeno (LDT27, 20)

115

~N
o CisHa
= w w = g8 €0z - o0l =g el
2 I g & == 28 e Crno2555a 2
— — — — L B (ol ol o " i asBan il o W B o ot B o —
| [ \/ ANV
\
T it - rremy e il by
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppn



101.8 _

T 60 |

[}
L
L

20.7

344500

ANEXO 9 — Espectro no infravermelho (cm-t, KBr):
1-Metoxi-3-pentadecilbenzeno (LDT27, 20)
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ANEXO 10 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCL3):
2-(3-Pentadecilfendxi)acetato de etila (LDT15, 24)
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ANEXO 11 - Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCL3):
2-(3-Pentadecilfendxi)acetato de etila (LDT15, 24)
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ANEXO 12 - Espectro no infravermelho (cm, KBr):

2-(3-Pentadecilfendxi)acetato de etila (LDT15, 24)

~ \“/\O CisHa
O

2365,86

2850,38

1612,21

1586,31

1277,79 1096,05
1490,84

1165,90
1466,87

1440,86

1753,89 1242,62

119

599,16

720,6

777,99 690,44

767,13

4000,0

3000

2000

1500 1000
cm-1

400,0



120

ANEXO 13 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCLu3):
Acido 2-(3-Pentadecilfendxi)acético (LDT16, 25)
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ANEXO 14 — Espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCLa):
Acido 2-(3-Pentadecilfendxi)acético (LDT16, 25)
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ANEXO 15 — Espectro no infravermelho (cm, KBr):
Acido 2-(3-Pentadecilfendxi)acético (LDT16, 25)
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ANEXO 16 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL3):

2-Metil-2-(3-Pentadecilfendxi)Propanoato de etila (LDT408, 26)
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ANEXO 17 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
2-Metil-2-(3-Pentadecilfendxi)Propanoato de etila (LDT408, 26)
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ANEXO 18 — Espectro no infravermelho (cm, KBr):
2-Metil-2-(3-Pentadecilfendxi)Propanoato de etila (LDT408, 26)
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~ ANEXO 19 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCLu3):
Acido 2-Metil-2-(3-Pentadecilfenéxi)propandico (LDT409, 27)
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~ ANEXO 20 - Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCL3):
Acido 2-Metil-2-(3-Pentadecilfenéxi)propandico (LDT409, 27)
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~ ANEXO 21 - Espectro no infravermelho (cm, KBr):
Acido 2-Metil-2-(3-Pentadecilfenéxi)propandico (LDT409, 27)
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ANEXO 22 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL3):
3-(8-Hidroxioctil)fenol (LDT71, 22)
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ANEXO 23 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
3-(8-Hidroxioctil)fenol (LDT71, 22)

Ho/©\$/7/7\o+|

o o v—

=t — e e = of o =

o = = ) B M=

= = _ = i o o= ==

— — — — [— LG e s e
|

— 115,62
2945

7
§

7681

— 15604
— 144,88
—63.25

el e L e ronp ey e al P J-‘n- " nrn - -| "
f L J L i t u " " y . ¥ Y b

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 a0 50 40 30 20 10 ppm




%T

LN

90 |

88 |

86 |

84 |

80 |
78 |
76 |

74 |

70 |

68 |

66 |

64 |

60 |

58 |

]

Lh

-

335156

131

ANEXO 24 - Espectro no infravermelho (cm, KBr):
3-(8-Hidroxioctil)fenol (LDT71, 22)
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ANEXO 25 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL3):
8-(3-Metoxifenil)octan-1-ol (LDT72, 23)
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ANEXO 26 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
8-(3-Metoxifenil)octan-1-ol (LDT72, 23)

s - i 4
- - o - g
. . . * ~ o4
&n = an - L
st = &~ o4 4 -t
| | L | ‘
AN ri
WS
Y




60 |

50 |

45 |
43.4

335147

134

ANEXO 27 - Espectro no infravermelho (cm, KBr):
8-(3-Metoxifenil)octan-1-ol (LDT72, 23)
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ANEXO 28 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCLu3):
Acido 8-(3-Metoxifenil)octandico (LDT80, 38)
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ANEXO 29 — Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCL3):
Acido 8-(3-Metoxifenil)octandico (LDT80, 38)
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ANEXO 30 — Espectro no infravermelho (cm, KBr):
Acido 8-(3-Metoxifenil)octandico (LDT80, 38)
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ANEXO 31 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCL3)
8-(3-Metdxifenil)octanoato de etila (LDT482, 39)
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ANEXO 32 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
8-(3-Metdxifenil)octanoato de etila (LDT482, 39)
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ANEXO 33 - Espectro no infravermelho (cm, KBr):

8-(3-Metdxifenil)octanoato de etila (LDT482, 39)
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ANEXO 34 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL3):
2-(3-(8-Hidroxioctil)fenodxi)acetato de etila (LDT296, 28)
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ANEXO 35 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
2-(3-(8-Hidroxioctil)fenodxi)acetato de etila (LDT296, 28)
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ANEXO 36 — Espectro no infravermelho (cm, KBr):
2-(3-(8-Hidroéxioctil)fendxi)acetato de etila (LDT296, 28)
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ANEXO 37 — Espectro de RMN H (500 MHz, MeOD):
Acido 2-(3-(8-Hidréxictil)fenoxi)acético (LDT297, 29)
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ANEXO 38 — Espectro de RMN **C (125 MHz, MeOD):
Acido 2-(3-(8-Hidroxictil)fendxi)acético (LDT297, 29)
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ANEXO 39 — Espectro no infravermelho (cm, KBr):
Acido 2-(3-(8-Hidréxictil)fenoxi)acético (LDT297, 29)
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ANEXO 40 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCLu3):
Acido 8-(3-Carboetoximetodxifenil)octandico (LDT298, 30)
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ANEXO 41 - Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCLa):
Acido 8-(3-Carboetoximetodxifenil)octandico (LDT298, 30)
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~ ANEXO 42 - Espectro no infravermelho (cm, KBr):
Acido 8-(3-Carboetoximetodxifenil)octandico (LDT298, 30)
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ANEXO 43 — Espectro de RMN H (500 MHz, MeOD):
Acido 8-(3-Carboximetdxifenil)octandico (LDT299, 31)
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Acido 8-(3-Carboximetéxifenil)octandico (LDT299, 31)

ANEXO 44 — Espectro de RMN *3C (125 MHz, MeOD):
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ANEXO 45 — Espectro no infravermelho (cm™, KBr):

Acido 8-(3-Carboximetoxifenil)octanoico (LDT299, 31)
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ANEXO 46 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL3):
8-(3-(2-Etdxi-2-oxoetdxi)fenil)octanoato de etila (LDT480, 32)
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ANEXO 47 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
8-(3-(2-Etdxi-2-oxoetdxi)fenil)octanoato de etila (LDT480, 32)
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ANEXO 48 — Espectro no infravermelho (cm™, KBr):
8-(3-(2-Etdxi-2-oxoetdxi)fenil)octanoato de etila (LDT480, 32)
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ANEXO 49 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL3):
2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi)-2-metilpropanoato de etila (LDT476, 33)
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ANEXO 50 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi)-2-metilpropanoato de etila (LDT476, 33)
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ANEXO 51 - Espectro no infravermelho (cm™, KBr):
2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi)-2-metilpropanoato de etila (LDT476, 33)
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~ ANEXO 52 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCLu3):
Acido 2-[3-(8-Hidroxioctil)fendxi]-2-metilpropandico (LDT477, 34)
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OH

ANEXO 53 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
HO

Acido 2-[3-(8-Hidroxioctil)fendxi]-2-metilpropandico (LDT477, 34)
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) ANEXO 54 — Espectro no infravermelho (cm™, KBr):
Acido 2-[3-(8-Hidroxioctil)fendxi]-2-metilpropandico (LDT477, 34)
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) ANEXO 55 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL3):
Acido 8-(3-((1-Etoxi-2-metil-1-oxopropan-2-il)6xi)fenil)octanodico (LDT478, 35)
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) ANEXO 56 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
Acido 8-(3-((1-Etoxi-2-metil-1-oxopropan-2-il)6xi)fenil)octanodico (LDT478, 35)
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] ANEXO 57 — Espectro no infravermelho (cm, KBr):
Acido 8-(3-((1-Etoxi-2-metil-1-oxopropan-2-il)6xi)fenil)octanodico (LDT478, 35)
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ANEXO 58 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL3):
Acido 8-{3-[2-Carboxipropan-2-il)oxi]fenil}octandico (LDT479, 36)
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~ ANEXO 59 - Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCL3):
Acido 8-{3-[2-Carboxipropan-2-il)oxi]fenil}octandico (LDT479, 36)
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) ANEXO 60 — Espectro no infravermelho (cm™, KBr):
Acido 8-{3-[2-Carboxipropan-2-il)oxi]fenil}octandico (LDT479, 36)
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ANEXO 61 — Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCL3):
8-(3-((1-Etoxi-2-metil-1-oxopropan-2-il)oxi)fenil)octanoato de etila (LDT481, 37)
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ANEXO 62 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCL3):
8-(3-((1-Etoxi-2-metil-1-oxopropan-2-il)oxi)fenil)octanoato de etila (LDT481, 37)
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ANEXO 63 — Espectro no infravermelho (cm™, KBr):
8-(3-((1-Etoxi-2-metil-1-oxopropan-2-il)oxi)fenil)octanoato de etila (LDT481, 37)
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