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RESUMO

ALVES, Priscilla Souza. Sintese e Avaliacdo Biol6égica de Novos Agentes Anti-
inflamatérios Planejados a Partir do Acido Anacardico. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias da Saude) — Faculdade de Saude. Universidade de Brasilia, Brasilia,
2015.

A doenca de Crohn (DC) € uma doenca inflamatdria intestinal, cujo processo
inflamatoério transmural e segmentar pode acometer qualquer parte do trato
gastrointestinal. Embora a etiologia da DC ainda ndo tenha sido completamente
estabelecida, a maioria dos estudos converge para a associacdo de varios fatores,
dentre os quais destacam-se a desregulacao do sistema imune. Neste contexto, este
trabalho descreve o planejamento, a sintese e a avaliagdo biolégica de novos
compostos inibidores da atividade de p300 e agonistas PPAR-a e PPAR-y como
potencial estratégia multialvo para o tratamento da DC, assim como para o
tratamento de outras patologias inflamatérias. A partir do acido anacéardico, um
lipideo fendlico do liquido da casca da castanha de caju com atividade anti-
inflamatéria, foram sintetizados 30 derivados-alvo em rendimentos que variaram de
35% a 98%. A avaliacdo da atividade biologica in vitro dos compostos-alvo frente a
enzima p300 revelou que os derivados acidos LDT11 (16), LDT13 (17) e LDT30 (20)
foram capazes de inibir mais de 50% da atividade enzimatica na concentracdo de 50
MM, apresentando ICso de 3,0 uM (16 e 17) e 10,0 uM (20). Os estudos preliminares
do perfil frente a PPAR-a e PPAR-y foram finalizados para a primeira série. Os
valores de ECsg variaram de 1,5 yM a 32,0 uM para PPAR-a. e 12,4 uyM, 12,1 uM,
respectivamente. Considerando PPAR-y, os derivados LDT11 (16) e LDT13 (17)
mostraram-se equipotentes com ECso em torno de 12,0 uM. As analises SAR
evidenciaram o ion carboxilato e aceptor de ligacdo de hidrogénio como grupos
farmacoforico e moduladores reconhecimento molecular e ativacdo de ambos
PPAR-a e PPAR-y, bem como inibicdo de p300. O planejamento de novos
derivados, a otimizacdo dos rendimentos das reacfes, bem como a avaliagdo de
todas as seéries frente a inibicdo NF-kB in vitro e posteriormente em modelos de

colite in vivo constituem as perspectivas deste trabalho.

Palavras chave: Doenca de Crohn; p300; PPAR; LCC; Acido Anacardico



ABSTRACT

ALVES, Priscilla Souza. Synthesis and Biological Evaluation of New Anti-
inflammatory Compounds Designed from Anacardic Acid. Dissertagao (Mestrado em
Ciéncias da Saude) — Faculdade de Saude. Universidade de Brasilia, Brasilia, 2015.

Crohn’s disease is an inflammatory bowel disease, whose transmural and segmental
inflammatory process can affect any part of gastrointestinal tract. Although aetiology
is unknown, most studies converge to an interplay of many factors, including a
deregulated immune system. In this context, this work describes the design,
synthesis and biological evaluation of new p300 inhibitors also PPAR-a and PPAR-y
agonists as a multi-target strategy for the treatment of Crohn’s disease and also of
others inflammatory pathologies. From anacardic acid, an anti-inflammatory phenolic
lipid of the cashew nutshell liquid, were synthesized 30 derivatives in yields ranging
from 35% to 98%. The in vitro evaluation of p300 inhibition profile showed that the
acids derivatives LDT11 (16), LDT13 (17) and LDT30 (20) were able to inhibit over
than 50% of enzymatic activity at the concentration of 50 yM, with ICso of 3.0 uM (16
and 17) and 10.0 yM (20). Preliminary studies about the PPAR activation profile were
concluded to the first serie, with ECsy ranging from 1.5-32.0 yM to PPAR-a.
Considering PPAR-y, LDT11 (16) and LDT13 (17) also showed potent ECso arround
12.0 pyM. SAR studies exhibited carboxylate ion and hydrogen bond acceptor as
pharmacophoric groups and molecular recognition modulators for PPAR-a/PPAR-y
activation and p300 inhibition. This work’s perspectives include new derivatives
design, reaction yields optimization and the evaluation of NF-kB inhibition in vitro and

posteriorly in vivo colitis models.

Key words: Crohn’s disease; p300; PPAR; LCC; Anacardic Acid
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1 INTRODUCAO

As Doencas Inflamatérias Intestinais (DIlI) correspondem a um grupo de
condicbes clinicas que envolvem inflamacao idiopatica e crbnica do intestino. Entre
as DII, destacam-se a Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (UC), as quais se
diferem pelos segmentos do trato gastrointestinal (TGI) acometidos, pelas
caracteristicas inflamatdrias e pelas consequentes complicagdes [1, 2, 3].

As DIl representam um problema de saude grave devido as suas
complicac@es clinicas de alta severidade, recidivas frequentes e ocorréncia de forma
crescente em todo mundo, principalmente em jovens [4]. A incidéncia das DI,
particularmente da DC, cresceu aproximadamente 10 vezes no século passado nos
Estados Unidos e Europa [1]. A predominancia antes relatada de colite ulcerativa
tem diminuido, enquanto que a DC tem se tornado mais prevalente [2]. No Brasil,
estudos realizados tém demonstrado uma tendéncia de aumento do numero de
diagnosticos de DC entre 1998 e 2008 [5].

O tratamento farmacolégico existente para DC ndo modifica o curso da
doenca, direcionando-se apenas ao controle dos sintomas por meio de terapias anti-
inflamatorias. Embora possuam efeitos benéficos, esses medicamentos apresentam
varios efeitos adversos, 0s quais variam de leves a graves, proporcionando a ndo
adesado ao tratamento e a consequente evolucdo da doenca [6]. Neste contexto,
estima-se que a maior parte dos individuos afetados pela doenca necessitara de
algum procedimento invasivo, demonstrando que ainda hoje a cirurgia desempenha
papel importante para o controle da DC [7]. Portanto, se faz urgentemente
necessario o desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatérios que sejam
eficazes e com baixa toxicidade para o tratamento de DC [8].

O cajueiro (Annacardium ocidentale L.), amplamente encontrado no Brasil,
fornece uma matéria-prima barata e versatil, do ponto de vista quimico. O liquido da
casca da castanha de caju (LCC) é rico em compostos fendlicos, dentre eles o mais
abundante, acido anacardico [9, 10]. O &cido anacérdico (1) esta relacionado as
propriedades antioxidante, antitumoral, gastroprotetora, antimicrobiana e anti-
inflamatoria [11, 12]. Desse modo, este derivado natural constitui um importante

precursor de moléculas com possiveis atividades biolégicas relevantes a serem
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avaliadas em modelos experimentais in vitro e in vivo frente a alvos farmacologicos

de interesse.

1.1 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

De acordo com a Organizacdo Mundial de Gastroenterologia, DIl representam
um grupo de condi¢des que envolvem inflamagéo intestinal idiopatica e cronica, cuja
atinge 396/100.000 habitantes.

principalmente a doenca de Crohn e a colite ulcerativa. Embora ja se saiba que

prevaléncia mundial Esse termo envolve

fatores ambientais e genéticos desempenhem papel importante para a desregulacéo

imunitaria, a patogénese das DIl permanece desconhecida [2, 3].

Tabela 1 — Principais diferencas entre doenca de Crohn e colite ulcerativa

Informacgbes

Doenc¢a de Crohn

Colite Ulcerativa

Caracteristicas

Diarreia acompanhada de dor
abdominal e desnutricao;
estomatite; manifestaces

Diarreia de pouco volume com

clinicas perianais; massa abdominal; urgéncia, sangue nas fezes
obstrucao intestinal; sintomas
sistémicos
Inflamacéo transmural descontinua
Informacdes e assimétrica (segmentar); Inflamacéo colbnica superficial e
P envolvimento principalmente do difusa; envolvimento do reto;
endoscdpicas e ) p L ~ , .
oo ileo e colon do lado direito; presenca de erosdes e Ulceras;
radiol6gicas . -
aparéncia Cobblestone; Ulcera sangramento
longitudinal; fissuras profundas
Informacdes Inflamacéo granulomatosa e Inflamacéo difusa na mucosa ou

histopatoldgicas

transmural

submucosa; distor¢do Crypt

Marcadores
sorolégicos

Anticorpos anti-Saccharomyces
cerevisiae

Anticorpos anticitoplasma de
neutrdéfilos

Diagnéstico
diferencial

Tuberculose intestinal, Doenca de
Behcet, UC, enteropatia por AINES,
sindrome do intestino irritavel,
doenca celiaca

Colite auto-limitada aguda, colite
amébica, DC, cancer de cdlon,
sindrome do intestino irritavel,

tuberculose intestinal, enteropatia

por AINEs
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As doengas inflamatérias intestinais sdo doencas intermitentes, cujos
sintomas variam de leve a grave nas recaidas, podendo desaparecer ou diminuir
durante as remissdes. O diagnostico diferencial entre colite ulcerativa e doenca de
Crohn se baseia no fato de que para cada segmento do TGI envolvido ha um
sintoma distinto. A presenca de sangue nas fezes e muco ocorre principalmente na
colite ulcerativa. Diarreia acompanhada de dor e desnutricdo, lesdes perianais,
obstrucéo intestinal e massa abdominal sdo caracteristicas da doenca de Crohn, a
qual pode ocasionar sintomas extra-intestinais. As DIl podem ser confundidas com
outras condig¢@es clinicas, como por exemplo, colites infecciosas, colite isquémica e
tuberculose intestinal, fazendo-se necessario um diagnostico diferencial. As
caracteristicas clinicas, informacdes endoscopicas e radioldgicas, informacdes
histopatoldgicas, marcadores sorologicos e diagnostico diferencial da doenca de

Crohn e colite ulcerativa estdo dispostos na Tabela 1 [3, 6, 13, 14].

1.2 DOENCA DE CROHN

A DC ¢é uma doenca inflamatoria transmural e segmentar do trato
gastrointestinal. Devido as manifestacdes extra-intestinais é considerada como uma
doenca sistémica, caracterizada pela presenca de ulceracdes, fistulas, estenoses e
granulomas [7, 14, 15, 16].

O primeiro relato da DC se deu em 1612, quando Gullielmus Fabricius
Hildenus descreveu um processo de ulceracdo e fibrose no ceco da autopsia de um
garoto com dor sub-hepatica. Somente a partir de 1932 € que essa condicao clinica
seria denominada doenga de Crohn. Na ocasido, dois grupos se uniram para
publicagdo de artigo, fornecendo 14 casos de ‘ileite terminal’. Antes de 1920,
Ginzburg, A. A. Berg e Oppenheimer coletaram 12 casos caracterizados por
estenose hipertrofica e ulcerativa no ileo terminal, que terminam abruptamente na
valvula ileocecal. Em 1930, Crohn acompanhou 2 jovens irm&os com processos
similares (diarreia, febre, dor abdominal e necessidade de resseccado ileocecal).
Embora os créditos do artigo tenham sido dados pelos procedimentos cirdrgicos
realizados por Berg, a doenca de Crohn foi assim denominada porque o nome de

Crohn aparece primeiro na lista de autores [6, 15, 17, 18].
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A DC tem apresentado tendéncia de aumento na sua incidéncia mundial, o
que pode estar relacionado com o aprimoramento das técnicas de diagndstico ou
com um aumento real do numero de doentes. A prevaléncia € maior em areas
urbanas e em classes sociais mais altas. Os sintomas iniciam com maior frequéncia
na segunda e terceira décadas de vida. A incidéncia mundial da DC varia entre 0,1 e
16 novos casos para cada 100.000 habitantes. As areas com maiores taxas de
incidéncia sdo a Escandinavia, Gra-Bretanha e a América do Norte, seguidas pelo
Oriente Médio, a Africa do Sul e a Australia. A incidéncia da América do Norte varia
entre 3,1 e 14,6 novos casos para cada 100.000 habitantes por ano, sendo a maior
no Canada, 15 novos casos para cada 100.000 pessoas por ano [2, 3, 5, 15].

Na América do Sul, ha uma tendéncia crescente do nimero de casos, com
0,7 de casos novos de DC para cada 100.000 habitantes. Porém, ndo existem dados
epidemiologicos oficiais no Brasil, possivelmente devido as deficiéncias dos
sistemas de registro de dados. Relata-se que houve um aumento de 166% de novos
casos do periodo de 1980-1984 para o periodo de 1995-1999, no Rio de Janeiro. A
incidéncia na mesma area € de 14,6 casos para cada 100.000 habitantes [2, 4, 19].

Apébs alguns séculos desde a primeira descricdo da doencga, a DC tem sido
alvo de muitas pesquisas que proporcionaram maior conhecimento acerca dos
mecanismos de patogénese. Essas informacgcdes permitiram avangos na abordagem
terapéutica, essenciais para a melhoria na qualidade de vida dos portadores de DC.
No entanto, a etiologia permanece desconhecida e o tratamento pouco eficaz ao
longo da vida de remiss@es e recaidas desses individuos, o que contribui para que a
DC tenha elevados custos sociais e financeiros [15].

1.3 ASPECTOS CLINICOS DA DOENCA DE CROHN

O diagnostico da DC se baseia na avaliagdo dos sintomas, na histéria clinica,
no exame fisico, em testes laboratoriais e de imagem. Os dados mais determinantes
para o diagnostico de DC na historia clinica sdo diarreia cronica, dor abdominal
intensa, perda de peso, febre e manifestacdes extra-intestinais em individuos com
idade entre 20 e 30 anos ou 50 e 70 anos. No exame fisico, os principais achados

sdo lesbes perianais, desnutricdo, massa palpavel na regido abdominal e dor a
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palpagcdo. As principais manifestacdes extra-intestinais compreendem artrite

periférica, eritema nodoso e comprometimento ocular [3, 6, 16].
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Figura 1: Classificacdo de Montreal
Fonte: Adaptado de BAUMGART & SANDBORN, 2012 [14]

Uma vez que o diagnéstico foi realizado, é necessario identificar o fenétipo da
DC, o qual pode ser definido por meio da classificacdo de Montreal (Figura 1). De
acordo com a idade de inicio, pode ser dividida em Al, quando a idade no momento
do diagnéstico for de 16 anos ou menos; A2, quando a idade foi entre 17 e 40 anos;
e A3, quando a idade do diagnéstico for acima de 40 anos. Com relacdo a
localizacdo, a DC é subdividida em L1, com o envolvimento somente do ileo
terminal; L2, com o envolvimento somente do colon; L3, com o envolvimento do ileo
e do colon; e L4, com envolvimento do TGI alto (boca, lingua, esdfago e duodeno).
As classificagbes L1, L2 e L3 podem estar relacionadas ou ndo com L4. Por fim, de
acordo com o comportamento da doenga, existem 3 classificagdes (B1l, nao
estenosante e nao penetrante; B2, estenosante; B3, penetrante) e modificador

perianal da doenca, quando a doenca perianal for concomitante [14, 16, 20].
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1.4 ETIOPATOGENESE DA DOENCA DE CROHN

A causa da DC ainda ndo foi bem estabelecida, porém diversos estudos
apontam os fatores genéticos, imunolégicos e ambientais como principais agentes
dessa condicédo clinica. A hipotese mais difundida envolve uma resposta imune
exacerbada que é desenvolvida em individuos geneticamente suscetiveis frente a
bactérias entéricas comensais, sendo que fatores ambientais promoveriam o

aparecimento da doenca ou a sua reativacao [6, 15, 16, 21].

1.4.1 Fatores genéticos

Muitas sdo as evidéncias que corroboram para que o0 aspecto genético seja
considerado importante para o desenvolvimento da DC. Cerca de 20% de individuos
com DC tem um ou mais parentes com alguma DIl e a taxa de concordancia entre
gémeos monozigoéticos € de 45%. Para a DC, existe um padrdo de agregacao
familiar, no qual parentes de primeiro grau de individuos com a doenca possuem 5
vezes mais risco de a desenvolverem. Além disso, existe uma concordancia no tipo
e na localizacdo da doenca em individuos pertencentes a familias com mais de um
caso [6, 15, 16, 22, 23].

Desde a ultima década, muitos genes relacionados a DC foram identificados.
O gene CARD15 (do inglés, caspase recruitment domain-containing protein 15,
proteina 15 do dominio de recrutamento da caspase) foi primeiramente relatado em
1996 e também é chamado NOD-2 (do inglés, nucleotide oligomerization domain 2,
dominio de oligomeriza¢do nucleotidea 2). Ele est& localizado no cromossomo 16,
no l6cus de suscetibilidade para DC, denominado IBD1 (do inglés inflammatory
bowel disease 1, Doencga Inflamatéria Intestinal 1) [6, 15, 16, 21].

Trés mutacdes identificadas na regido de CARD15/NOD-2 foram associadas
ao risco aumentado de desenvolvimento da DC (SNP8 — R702W, SNP12 — G908R e

SNP13 — Leul007insC). Tais mutacdes estdo presentes em aproximadamente um
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terco dos portadores da DC e estédo relacionadas com acometimento do ileo distal
[6, 15, 16, 21].

Mais de 90% dessas mutacdes estdo localizadas na regido responsavel pelo
reconhecimento bacteriano. O CARD15/NOD-2 codifica uma proteina de mesmo
nome, que & um receptor de reconhecimento padrdo citoplasmético do sistema
imune inato. A regido rica em repeticdes de leucina da CARD15/NOD-2 se liga a
muramildipeptideo (MDP), encontrado na parede celular de grande parte das
bactérias, resultando em ativacao do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e
na consequente cascata inflamatéria. A CARD15/NOD-2 também é responsavel pela
expressdo de defensinas, que representam importante sistema de defesa da
imunidade inata [6, 15, 16, 21].

Os polimorfismos SNP8, SNP12 e SNP13 promovem falha na ligacdo com
MDP, a qual proporciona aumento ou perda na fungdo de CARD15/NOD-2. Nesse
contexto, o aumento da funcdo origina a ativagcdo exagerada de NF-kB e o
consequente aumento de producdo de citocinas pro-inflamatorias. Ja no caso de
perda da funcdo de CARD15/NOD-2, a baixa producdo de defensinas e de citocinas
(IL1 e IL8) leva a maior suscetibilidade para infeccbes bacterianas, que podera
provocar uma resposta inflamatéria exagerada [6, 15, 24].

Outras mutacbes em genes especificos também sdo descritas como
importantes fatores relacionados a DC. MutacBes no receptor ativado por
proliferadores peroxissomais gama (PPAR-y) foram associadas a ileite espontanea
em modelos de camundongo. Em adicdo, polimorfismos evidenciados no TLR4 (do
inglés, toll-like receptor) estdo relacionados com o desenvolvimento de DIl em
populacdes caucasianas e tendem a originar a forma mais severa da doenca [6, 15,
21, 25].

1.4.2 Barreira epitelial e tolerancia oral

A primeira linha de defesa do sistema imune da mucosa é a barreira epitelial,
formada por uma Unica camada de células epiteliais polarizadas cobertas por um

biofiilme de muco, o qual é secretado pelas células caliceformes. Esta barreira é
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constituida ainda pelas tight junctions, imunoglobulina A e defensinas. As células
epiteliais intestinais (CEI) impedem a exposi¢cao direta dos antigenos bacterianos
comensais ao tecido folicular. Em situacbes normais, mecanismos de reparo Sao
acionados quando ha qualquer lesdo da mucosa [14, 15].

Existem evidéncias de que o aumento da permeabilidade da barreira epitelial
esta relacionado a patogénese da DC. Individuos com DC possuem expressao
diminuida do gene MUC1, sugerindo que a producdo de muco € insuficiente. Além
disso, alteracdes nas proteinas das tight junctions séo visualizadas na DC e séo
responsaveis pelo aumento da permeabilidade da barreira epitelial. As tight junctions
podem ainda ser alteradas por fatores inflamatérios como o IFN-y, TNF-a e IL-13, o
gue sugere que um estimulo inflamatério primario possa levar a esse desequilibrio
[14, 15].

Mutacbes de genes como CARD15/NOD-2 também estdo relacionadas a
falhas na barreira epitelial e no reconhecimento da microbiota. Como ja mencionado,
polimorfismos desse gene diminuem a secrecdo de defensinas, muco e
imunoglobulinas. Do mesmo modo, mutacdes observadas no gene TLR4 (receptor
do tipo toll like) estédo relacionadas ao comprometimento da integridade da barreira
epitelial e na consequente susceptibilidade a DC. TLRs sédo normalmente expressos
nas CEl, em quantidades diferentes: maiores de TLR3 e TLR5 e menores de TLR2 e
TLR4. Entretanto, na DC, o TLR3 esta diminuido e o TLR4 esta significantemente
aumentado. Sabe-se que TLR2 e TLR4 sdo potenciais mediadores da sinalizacao
inflamatéria contra antigenos bacterianos, por meio da ativacdo de NF-kB e
expressao de citocinas em mondcitos. Portanto, o que se vé na DC é uma resposta
exagerada a microbiota intestinal [6, 15, 25].

Neste contexto, relatos sugerem que as bactérias possuem importante papel
na etiologia da DC. A perda do equilibrio entre as bactérias comensais e as
bactérias patogénicas possivelmente ocasiona estimulo ao sistema imunolégico. O
aumento da expressdo de TLR4 — que promove o aumento de resposta imune
contra antigenos de bactérias comensais — esta intimamente ligado a perda da
tolerancia a estas bactérias. Relatos apontam a diminuicdo da diversidade das
bactérias comensais como uma das possiveis causas da DC [1, 6, 14, 15, 21].

Em situacdo normal, a microbiota intestinal constitui uma barreira de defesa e
exerce importantes fun¢gdes como sintese de aminoacidos e vitaminas, indugéo de

PPAR-y, indugcdo e manutencao de células reguladoras, manutengao da integridade



24

do epitélio intestinal por meio da interacdo com TLR. Ainda assim, tais bactérias
podem ser responsaveis pelo surgimento da DC, desde que o individuo tenha
predisposicao genética num contexto de desregulacéo imunitaria [6, 15].

Outra hipotese etiolégica da DC constitui a infeccdo persistente por
microrganismo especifico. A Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP) € um
possivel agente etioldgico por estar associada a colite bovina. Além disso,
anticorpos anti-MAP estdo presentes em individuos com DC e farmacos
antimicobacterianos promoveram melhora do quadro da doenca. No entanto, ndo ha
consenso se a MAP pode iniciar a DC em individuos geneticamente predispostos ou
se apenas coloniza a mucosa ulcerada. Outros microrganismos foram associados a
doenca, tais como Escherichia coli aderente-invasiva, Listeria monocytogenes e
Yersinia enterocolitica, porém, estas rela¢cdes ndo foram confirmadas [1, 15].

1.4.3 Fatores ambientais

Determinados fatores ambientais estéo relacionados com o aparecimento da
DC ou a sua reativacdo, por meio de mecanismos ainda néo elucidados. De uma
maneira geral, eles afetam a integridade da barreira da mucosa, alteram a resposta
imune ou afetam o microambiente luminal. Os fatores descritos mais relevantes séo
tabagismo, dieta, infeccdo e uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) [6,
21].

O uso de tabaco aumenta em até 4 vezes o risco de desenvolver doenca de
Crohn, bem como o risco de complicacdes como estenoses e fistulas e as chances
de surtos. Nos individuos que fumam, a prevaléncia da doenca localizada no ileo é
maior que no coélon. No entanto, ainda que o tabaco esteja relacionado com a
localizagéo da doenca, ele ndo define diretamente o seu comportamento. O tabaco
afeta os fatores imunolégicos, tendo em vista que a nicotina reduz a capacidade de
fagocitose dos macrofagos, a producéo de anticorpos e a permeabilidade intestinal
[6, 15, 21, 22].

N&o existem evidencias experimentais que justifiguem a influéncia da dieta na
patogénese da DC. No entanto, sugere-se que falhas na permeabilidade das células

da mucosa levem a absorcdo de antigenos provenientes da dieta, o que condiciona
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a perpetuacdo do processo inflamatério. O uso de AINEs est4d associado ao
aumento da probabilidade de desenvolvimento de novo surto em individuos com
remissao clinica. Assim como em casos de infec¢do, o uso de AINES proporciona a
guebra da barreira da mucosa e ativa resposta imunoldgica inata [6, 15, 21].
Portanto, tais aspectos ambientais estdo relacionados com a DC, mas
nenhum € capaz de originar a doenga de forma isolada, fazendo-se necesséria a

presenca de outros fatores, tais como genéticos e imunoldgicos [15].

1.4.4 Fatores imunolégicos

Em resposta a um conjunto de estimulos ndo totalmente elucidados, a
cascata inflamatoria é ativada de forma excessiva, promovendo respostas
agressivas ao individuo com DC. Nao se sabe ainda se a atividade do sistema
imune aumentada € resposta de uma falha na mucosa ou se essa resposta imune é
primariamente desregulada. No entanto, evidencia-se o fato de que a quebra da
barreira da mucosa por agentes infecciosos promove uma continua exposicao a
antigenos da microbiota e da dieta, que levam ao desencadeamento da cascata
inflamatoria [1, 6, 16, 22].

Na DC, estdo predominantemente presentes processos mediados por Thl e
Th17. As moléculas de adesdo, como a ICAM-1 e intregrinas, estdo aumentadas, o
que promove maior migracdo de leucdcitos para o local de inflamacdo. As células
dendriticas e os macrofagos também estdo aumentados, além de expressarem
TLR2 e TLR4 de forma exacerbada. Os macréfagos ativados produzem TNF-a (fator
de necrose tumoral a) e IL-12, que induzem a resposta Thl de linfocitos T CD4+ e
liberam grandes quantidades de IL-2, TNF-a e INF-y. Nas lesdes cronicas, o INF-y
estimula os macrofagos, que em seguida estimula a producdo de TNF-a. O TNF-a
estd aumentado no soro, fezes e mucosa intestinal dos individuos com DC, o que
pode estar relacionado ao desequilibrio entre secrecao e inibicdo. O NF-kB, também
aumentado na DC, leva a expressdo de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23, TNF-q,
moléculas de adesdo e moléculas co-estimuladores (CD40, CD80, CD86) [1, 6, 15,
16, 22].
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Todos esses eventos proporcionam uma reacao inflamatéria em cadeia e de
forma exacerbada, caracteristica da DC (Figura 2). Assim, os fatores imunolégicos

constituem um dos principais alvos farmacologicos da DC [14, 21].
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Figura 2: Sistema imunolégico na doenga de Crohn. Na DC, alteracdes nas tight junctions e reducédo
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na producao de mucina promovem uma maior exposi¢ao da lamina propria aos antigenos luminais.
As células de Paneth (P) que carregam a variante 300T>A do gene de autofagia ATG16L, associada
a individuos com DC, possuem menos granulos, além de dismorficos e funcionalmente prejudicados,

originando reducdo dos mecanismos de defesa contra patégenos. Os materiais microbianos e

antigenos da dieta sao reconhecidos por TLRs e NLR, o que leva a uma maior ativacdo do sistema
imune. O sistema imune adaptativo, cujas funcdes na DC sao de perpetuar e mediar a inflamacao, é
caracterizado por desequilibrio entre as células T efetoras, predominantemente Thl e Th17, por meio
de secrecédo de INF-y, TNF-a, IL-17 e IL-22. NF-kB ativado promove expressdo de ICAM-1, IL-1, IL-6,

IL-8, IL-12, IL-23 e TNF-a.
Fonte: BAUMGART & SANDBORN, 2012 [14]
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1.5 ALVOS FARMACOLOGICOS

No ambito dos fatores relacionados a etiologia da DC, esforcos tém sido
convergidos para a obtencdo de farmacos que melhorem a qualidade de vida e
tratem as complicagbes da doenga. Em face das descobertas acerca da etiologia da
doenca, um padrdo de tratamento multialvo tem sido reconhecido como principal
estratégia [15, 26].

1.5.1 Fator nuclear kappa B

O fator nuclear kappa B é um importante fator de transcricdo que esta
associado a processos inflamatorios. O termo NF-kB pode ser utilizado para se
referir a superfamilia, a subfamilia ou ao heterodimero p50-RelA, o qual é o principal
dimero NF-kB em varias células. Nos mamiferos, a familia NF-kB de proteinas é
composta por duas sub-familias: as proteinas “NF-kB” e as proteinas “Rel”’, que
compartilham dominio altamente conservado na regido N-terminal, chamado
dominio de homologia Rel (do inglés, Rel homology domain, RHD). O RHD é
formado por cerca de 300 aminoéacidos e é responsavel pela dimerizacao, ligacédo ao
DNA e interacdo com IkBs. A subfamilia Rel é constituida por c-Rel, RelB e RelA
(também conhecida como p65). A subfamilia NF-kB & composta por p50/p105
(também conhecida como NF-kB1l) e p52/p100 (também conhecida como NF-kB2)
[27-29].

As duas subfamilias se diferenciam pela estrutura e funcdo da regido C-
terminal. As proteinas Rel possuem dominio de transativacdo, chamado dominio de
ativacado transcricional (do inglés transcriptional activation domain — TAD), que é
responsavel pela regulagdo positiva da transcricdo. J& os membros da subfamilia
NF-kB contém multiplas copias de anquirina em seu longo dominio C-terminal. Neste
caso, essa regido atua inibindo essas proteinas [27, 28].

No citoplasma de células sem estimulo, os cinco membros da familia NF-kB
estdo na forma de homo ou heterodimeros ligados a proteinas da familia IkB —

composta por IkBa, IkBB, IkBeg, IkBy, Bcl-3 — e os precursores p105 e pl100. Tal
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ligacdo impede que o complexo seja translocado ao ndcleo, mantendo o NF-kB em
estado inativo. As proteinas IkBs possuem residuos de serina que servem como
sitios de fosforilacdo, sinalizando a proteina para ubiquitinacdo e consequente
degradacédo; sdo compostas por cinco a sete repeticdes de anquirina, formando um
cilindro alongado que se liga ao RHD dos dimeros de NF-kB. Estruturas
cristalograficas de IkBa e IkBp ligadas a dimeros p65/p50 ou p65/c-Rel mostraram
gue quando ligadas a dimeros NF-kB, as proteinas IkB ocultam apenas a sequéncia
de localizagcdo nuclear (do inglés nuclear localization sequence — NLS) do p65,
enquanto que a NLS da p50 permanece acessivel. Este NLS — livre em p50
juntamente com as sequéncias nucleares de exportacao (do inglés, nuclear export
sequences — NES) presentes na IkBa e p65 — resulta em um constante “vai-e-vem”
dos complexos IkBa/NF-kB entre o nlcleo e o citoplasma, embora o estado estavel
seja no citosol. Essa variacédo de localizacéo € alterada pela degradacéao de IkBa, ja
que esta remove a contribuicdo das NES do IkB e expbe o NLS oculto do p65,
resultando na localizagdo predominantemente no nucleo do NF-kB [27, 29, 30].

Sao descritas duas vias de sinalizacdo do NF-kB que levam a sua ativacdo: a
via canonica (ou classica) e a nao-candnica (ou alternativa) (Figura 3). Por meio de
estimulo de fatores pro-inflamatérios, tal como TNF-q, a via canbnica leva a ativacao
da subunidade B do complexo da kinase IkB (IKK), que fosforila os residuos de
serina da regido C-terminal das proteinas IkB. Na via candnica, IKK[ é necessaria e
suficiente para fosforilacdo de residuos de serina em IkBa (Ser32 e Ser36) e kB
(Serl9 e Ser23). Ja o papel da IKKa ainda ndo é claro, embora existam relatos da
regulacao de expressdo de genes no nucleo por meio da modificacdo do estado de
fosforilacdo das histonas [28-30].

Na via ndo-candbnica, a IKKa é ativada em resposta a um subconjunto de
indutores incluindo LPS, CDA40, linfotoxina B (LTB) e fator ativador de células B da
superfamilia do TNF-a (do inglés B-cell activating fator — BAFF), 0 que entdo leva a
fosforilacdo de p100. A via alternativa depende somente da subunidade IKKa, que
atua fosforilando p100 e culmina no seu processamento a p52. Nessa via, a ligacéo
ao receptor leva a ativagdo da NIK (do inglés NF-kB inducing kinase), que promove
a fosforilacdo e ativacdo do complexo IKKa, que por sua vez fosforila serinas
adjacentes a repeticdo de anquirina no dominio C-terminal da p100, e leva a sua

protedlise parcial e liberacdo do complexo p52/RelB [27-30].
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Figura 3: Vias de sinalizacdo do NF-kB
Fonte: Adaptado de GILMORE, T.D., 2006 [28]

O complexo IKK é constituido pelas subunidades IKKa (também conhecida
como IKK1), IKKB (também conhecida como IKK2) e varias copias do modificador
essencial do NF-kB (do inglés NF-«kB essential modifier - NEMO), regulador também
conhecido como IKKy [27, 29].

Em ambas as vias, as IkBs fosforiladas podem ser reconhecidas pela
maquinaria da ubiquitina ligase e, por conseguinte, sofrerem poliubiquitinacdo e
degradacéo, ou ainda serem processadas, no caso da pl00, pelo proteassomo.
Entdo, os dimeros de NF-kB livres sao translocados para o nucleo, onde se ligardo a
sequéncias especificas no promotor ou regides acentuadoras dos genes-alvo. Uma
vez ativado, o NF-kB pode ser regulado negativamente por meio de mecanismos de
feedback em que o IkBa recém-sintetizado se liga ao NF-kB nuclear e 0 exporta para
o citosol [29, 30].

Existem muitos relatos de que a via de sinalizacdo de transcricdo do NF-kB
desempenha importante papel na resposta inflamatoria nas CEIl. Nas Ultimas
décadas, muitos esfor¢os foram direcionados para o desenvolvimento e aplicacao de

novas terapias contra inflamacédo. Compostos baseados em esteroides, pequenas
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moléculas e metabdlitos secundéarios de plantas comp&em grupo de promissores
inibidores NF-kB. No entanto, provavelmente a inibicdo especifica de NF-kB seria
insuficiente para o tratamento de determinadas doencas multifatoriais, tais como as
DIl. Ainda assim, o NF-kB como alvo terapéutico pode ser bem sucedido por meio
do conhecimento dos diferentes mecanismos que regulam sua cascata de

sinalizacéo [29, 30].

1.5.2 Receptores ativados por proliferadores peroxissomais

Os receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPAR) sdao
receptores nucleares que, em contato com ligantes, atuam como fatores de
transcricdo, regulando a transcricdo de genes. PPARs modulam a expressdo de
genes por meio da transativacdo, da repressdo basal e da transrepressdo da
transcricdo. Possuem organizacdo estrutural semelhante aos outros membros da
superfamilia de receptores nucleares, formados por uma regido N-terminal, um
dominio de ligacdo ao DNA (do inglés, DNA Binding Domain - DBD), uma regido de
conexdo denominada dobradica ou hinge, um dominio de ligacdo ao ligante (do
inglés, Ligand Binding Domain — LBD) e um dominio C-terminal [41-43, 57, 59, 60].

Na transativacdo dependente de ligante, ao interagir com o ligante por meio
do LBD, o PPAR localizado no citosol sofre fosforilagdo e o complexo PPAR-ligante
é translocado para o nudcleo, onde forma um heterodimero com o receptor X
retindico (RXR). Em seguida, o heterodimero PPAR-RXR se liga a sequéncias
especificas de DNA denominadas elementos responsivos ao PPAR (PPREs). Os
receptores sofrem alteragdo conformacional devido a interacdo com o ligante
agonista, o que permite a dissociacdo com correpressores e 0 recrutamento de
coativadores, proporcionando ativacdo da transcricdo de determinados genes
regulados pelo PPAR ativado. Histonas acetiltransferase (HATSs) coativam PPAR por
meio de acetilacdo de histonas, que promove uma modificacdo na estrutura da
cromatina essencial para o inicio da transcricdo. Os PPARs também podem regular
a transcricdo negativamente. A repressao basal ndo necessita de ligante e envolve
ligacdo do PPAR aos PPREs e o recrutamento de proteinas correpressoras, tais

como HDACs. Ja a transrepressao ndo envolve ligacdo direta dos PPARs aos
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PPREs, tal como acontece com a inibicdo da atividade de NF-kB, na qual h&
interagéo direta entre PPAR e esse fator nuclear [57, 59-63].

Os PPARs incluem os isotipos PPAR- a, PPAR-3/6 e PPAR-y, distribuidos em
diferentes tecidos e com diferentes funcdes. O isotipo PPAR-a esta relacionado com
a regulacdo da oxidacdo de acidos graxos, sendo considerado fator chave no
metabolismo lipidico. Sabe-se que esse isotipo interage com a HAT p300
aumentando atividade transcricional ligante-dependente. E amplamente encontrado
em tecidos com taxas elevadas de catabolismo de acidos graxos como rim, figado,
coracgao, intestino e tecido adiposo marrom. PPAR-a também €& encontrado em
células endoteliais, células musculares lisas e macréfagos da parede vascular.
Desempenha papel anti-inflamatério nessas células, inibindo producdo de
marcadores inflamatorios como VCAM-1, IL-6, endotelina 1 e fator tecidual. Em
adicao, atividade agonista PPAR-a esta relacionada ao controle de inflamacao
hepatica, controle da resposta inflamatéria frente a LPS, bem como possui papel
protetor em DIl e aterosclerose. Foi demonstrado que ativacdo de PPAR-a interfere
na ligacdo de NF-kB com DNA, por meio de interacdo direta com p65 e inducao de
expressao de IkBa [43, 59, 61, 63, 64].

O isotipo PPAR-B/d possui distribuicao tecidual ampla e por essa razdo possui
diversas funcdes fisioldgicas, embora seja mais concentrado em células epiteliais.
Ativacdo de PPAR-B/® leva a inibicdo da resposta inflamatoria frente a LPS, por
meio de inibicdo de COX e TNF-a. Foi demonstrado que a ativacao desse isotipo
esta relacionada a atenuacdo de toxicidade hepética quimicamente induzida em
modelos de rato por meio de interacdo direta com NF-kB. Além disso, PPAR-B/d
parece limitar repostas inflamatérias de Th1l por meio do controle da homeostase de
linfécitos e da producéo de IFN-y. Em modelos de colite induzida em camundongos,
PPAR-B3/5 teve papel protetor contra DIl por meio de mecanismo ligante-
independente. No entanto, as fun¢des de PPAR-B/6 ainda ndo foram completamente
elucidadas, bem como seu papel na inflamacg&o. A Figura 4 ilustra os mecanismos
de ativacdo do isotipo PPAR-B/d e seus efeitos regulatorios de transcricdo [59, 61,
63, 65, 66].
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Figura 4: Modulacéo da expresséao génica por PPAR-3/0
Fonte: Adaptado de Nuclear Receptor Resource, 2009 [67]

O isotipo PPAR-y possui importantes funcées no metabolismo e na regulacao
de processos inflamatérios. Gelman e colaboradores descreveram ligacdo direta
com p300 por meio de interagdo com os dominios N-terminal e C-terminal, de forma
ligante-dependente e independente. Sua expresséo € alta no epitélio intestinal e é
proveniente da sinalizacdo dependente de receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs) da microbiota intestinal e da regulacdo transcricional direta por meio
de metabolitos bacterianos. PPAR-y regula negativamente a sinalizacdo de NF-kB
em p65 e IkB. E proposto que um iniba o outro, resultando na consequente
exportacao para o citoplasma. Varios relatos demonstram o envolvimento do PPAR-
y com DIl. Agonistas PPAR-y foram eficientes no tratamento de DIl em modelos de
camundongo, além de terem sido associados ao bloqueio na produgdo de
quimiocinas por meio da inibicdo de NF-kB dependente de IkBa. Tais efeitos
protetores parecem ser mediados principalmente pelas CEI. A Figura 5 ilustra os
mecanismos de ativacao dos isotipos PPAR-a e PPAR-y e seus efeitos regulatérios
de transcricdo [21, 29, 42, 63, 64].
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Figura 5: Modulag&o da expresséo génica por PPAR-a e PPAR-y
Fonte: Adaptado de Nuclear Receptor Resource, 2009 [67]

Embora a expressédo de PPAR-y esteja normal em individuos com DC, esses
relatos sugerem que sua ativacdo constitui uma boa estratégia no manejo da DC,
bem como a ativacdo de PPAR-a e PPAR- (/3. Adicionalmente, a busca de novos
agonistas PPARs é uma estratégia promissora para o tratamento da inflamacao [21,
29, 42].

1.5.3 p300

Modulacdo epigenética é definida como alteragéo de regides cromossomicas
para registrar, sinalizar ou perpetuar estados de atividade alterados. Tais
modificacdes representam importantes contribuigcdes para a regulacdo da transcricao
de genes. Séo descritas diversas modificacdes em histonas, incluindo acetilacéo,
metilacéo, fosforilagdo e ubiquitinacdo, as quais promovem ou removem sinais de

recrutamento para proteinas envolvidas na atividade transcricional, bem como
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proporcionam mudangas na estrutura da cromatina e consequentemente nas
interagcdes histonas-DNA [31-34].

Histona acetiltransferases (HATS) sdo proteinas coativadoras que, juntamente
com histona desacetilases (HDACSs), modulam a transcricdo de genes, de forma que
a acetilacdo esta relacionada com a ativacédo da transcricdo e a desacetilagdo esta
relacionada com a repressdo da transcricdo. As HATs sao compostas pelas
subfamilias GNAT (GCN5 e PCAF), CBP/p300 e MYST (Tip60, MOZ, Sas2 e
Ybf2/Sas3), as quais sao agrupadas de acordo com a similaridade estrutural e agem
acetilando residuos de lisina na parte central de histonas por meio da transferéncia
do grupo acetil de acetilcoenzima A (Acetil-CoA). CBP (do inglés CREB binding
protein) e p300 sdo proteinas paralogas e amplamente expressas com atividade
intrinseca de HAT. Ambas tem papel importante na coativacdo de fatores de
transcri¢ao, incluindo os receptores nucleares [27, 35-37].

Sabe-se que modificacdes pos-translacionais possuem importante papel na
regulacdo de diferentes funcdes de NF-kB. Recentemente, foi demonstrado que
acetilacoes nos residuos de lisina 218 e 221 da subunidade p65 de NF-kB
aumentam a afinidade de ligacdo do complexo de NF-kB ao DNA e prejudicam a
ligacdo do NF-kB com IkBa promovendo o aumento da duragdo da acéo de NF-kB.
Especificamente, acetilagdo na lisina 310 €& necessaria para a atividade
transcricional completa de p65, mas ndo afeta a ligacdo com DNA ou sua ligacéo
com IkBa. Em contraste, a acetilagéo das lisinas 122 e 123 por p300 reduz a ligagao
de NF-kB ao DNA e facilita a ligagédo com IkBa, promovendo a exportagédo de NF-kB
para o citoplasma. Por sua vez, a acdo da p300 em residuos de lisina 431, 440 e
441 em p50 aumenta sua ligacdo ao DNA, o que promove a ativacao transcricional
por NF-kB. A acetilagdo de cofatores envolvidos na regulacdo de transativacéo
também modula suas interacdes com as subunidades de NF-kB. Paralelamente,
p300/CBP também age como coativador de PPARS, sendo importantes no processo
de transativacédo dependente de ligante, no qual modificam a estrutura da cromatina
e facilitam a montagem da maquinaria transcricional. Em adi¢édo, a atividade anti-
inflamatoria de PPARs esta associada a competicdo entre NF-kB e PPARs pela
quantidade limitada de coativadores [36, 63].

Existem evidéncias do aumento no padrdo de acetilagbes — em funcéo da
expressao elevada de p300 — na DC. Recentemente, inibidores HAT foram descritos

com propriedades anti-inflamatoérias, o que induz a especulacdo de que ambas as
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atividades estdo diretamente relacionadas. No entanto, € necessério destacar que a
inibicdo de HAT pode influenciar outros alvos, promovendo atividades que n&o séo
de interesse. Compostos cinamicos planejados a partir do inibidor HAT natural
curcumina (2), cujos anéis aromaticos possuiam atomos de bromo ou uma
subunidade salicilica, foram descritos como potenciais inibidores HAT. Diversos
estudos nesse contexto conduzem a conclusao de que os inibidores HAT, tais como
0s naturais garcinol (3), acido anacardico (1) e curcumina (2) e o sintético Lys-CoA,
sao (4) caracterizados pela presenca de uma porcdo salicilica, um anel catecol e
uma subunidade cindmica, os quais provavelmente estdo relacionados a atividade
(Figura 4) [34, 36, 38-40].
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Figura 6: Inibidores HAT relatados na literatura: naturais — garcinol, curcumina e acido anacardico — e
sintético — Lys-CoA, analogo do substrato da HAT Acetil-CoA
Fonte: Adaptado de Costi et al, 2006 [38]

Em suma, o desenvolvimento de inibidores HAT seletivos a regulacdo
negativa de NF-kB constitui um desafio na busca de novos farmacos para o

tratamento da DC, bem como de outras patologias de cunho inflamataério.

1.6 TRATAMENTO DA DOENCA DE CROHN

O tratamento atualmente disponivel da DC atua no controle dos sintomas e
das complica¢des, bem como na indugdo e manutencao da remissao da doenca, o

que promove melhoria na qualidade de vida. Entre as opcbes de farmacos, a
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escolha se baseia principalmente na severidade de na localizacdo da doenca. Os
medicamentos utilizados s&o anti-inflamatorios, corticoides, imunomoduladores e

antimicrobianos (Figura 5) [6, 15, 16].
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Figura 7: Principais farmacos utilizados para o tratamento da doenga de Crohn e inibidor NF-kB 5-
CSPA

Fonte: Préprio autor

Os corticoides sado efetivos na remissdo da DC ativa, proporcionando
supressédo da inflamacao e rapido alivio dos sintomas em 70-80% dos casos. Atuam
reduzindo a producédo de acido araquiddnico, leucotrienos, prostaglandinas, citocinas
inflamatérias e NF-kB. No entanto, o uso de corticoides ndo estd associado a
manutencdo da remissdo, além do fato de que ndo € recomendado 0 seu uso a
longo prazo devido aos efeitos adversos que apresenta (hiperglicemia, osteoporose,
retardo no crescimento de criancas, aumento do risco de infec¢des). Entre os
corticoides, a prescricdo da Budesonida (5) é direcionada ao tratamento do célon
direito e ileo, enquanto a Prednisolona (6) € utilizada preferencialmente em
individuos com doenca ileo-cecal [3, 6, 15, 16, 26].

Os imunomoduladores agem reduzindo a inflamacgéo por meio da supressao
da resposta imunoldgica. As mais utilizadas sao azatioprina (7), metotrexato (8) e

tacrolimus (9). Estes agentes sdo capazes de manter a remissdo da DC e é o
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primeiro tratamento no caso de fistulas. Os efeitos adversos incluem nausea, vomito,
pancreatite, infeccdo e toxicidade hepética [3, 6, 15, 16].

A terapia biolégica com anticorpos monoclonais constitui uma estratégia
terapéutica de eficacia demonstrada em varios estudos. O infliximab € um anticorpo
anti-TNFa utilizado nos tratamentos de DC fistulizante e nos casos de indugcédo e
remissdo de individuos com DC moderada a grave — nao responsivos aos
imunossupressores e corticoides. A escolha desses agentes depende da
acessibilidade, via de administracdo, preferéncia do paciente e custo. Os efeitos
adversos sdo nauseas dor de cabeca, febre, risco de infec¢des graves e reativacédo
de infec¢Oes latentes [3, 6, 15, 16].

Antimicrobianos sdo comumente utilizados para o tratamento da DC. No
entanto, existem poucas evidéncias de que eles sejam efetivos de forma geral na
DC. Séo uteis no tratamento de complicacdes da doenca, tais como fistulas, massa
inflamatoria, crescimento bacteriano no ambiente de estenose e doenca perianal [3,
6, 15, 16].

Os aminossalicilatos séao anti-inflamatérios utilizados para DC com
acometimento do cdélon. Ndo possuem funcdo na manutencdo da remissdo da
doenca e possuem efeitos adversos, como dor de cabeca, ndusea e diarreia. Os
principais representantes sdo a sulfassalazina (10) e a mesalazina (11), cujo
composto ativo € o acido 5-aminosalicilico (5-ASA, 11). O 5-ASA age inibindo a
cicloxigenase, a lipoxigenase, as células B e citocinas inflamatorias. Existem muitos
relatos que associam a sua atividade anti-inflamatéria a ativacdo PPAR-y. 11 € um
funcional ligante PPAR-y, cuja ligacdo leva a sua ativagdo e possui grande
especificidade aos expressos por células epiteliais, em detrimento de outros ligantes
PPAR-y que possuem efeito sistémico. O 5-ASA mesmo quando administrado de
forma oral tem maior concentracao no ileo terminal e colon. Quando 11 atravessa a
barreira intestinal, sua maior parte sofre N-acetilagdo, 0 que proporciona a nao
ativacdo de PPAR-y em outras partes do organismo [3, 6, 15, 16, 26, 36, 44].

O papel da dieta no tratamento da DC ainda é pouco compreendido, no
entanto recomenda-se a baixa ingestdo de fibras. Uma dieta liquida pode reduzir
sintomas de obstrucdo. Em adicdo, um maior cuidado com a saude mental e a
atencdo a outras co-morbidades sdo imprescindiveis para o bom estado do individuo
com DC [3, 16].
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Alguns autores consideram que o tratamento da DC se contrapde aos muitos
efeitos adversos que origina, o que leva a ndo adesao terapéutica. Em adicao, cerca
de 70-75% necessitam de cirurgia para o alivio dos sintomas e complicacdes que a
farmacoterapia ndo foi capaz de controlar. A cirurgia ndo é curativa e a DC
reaparece dentro de 5 anos. Portanto, ainda h& grande necessidade de
desenvolvimento de novos farmacos que combatam a doenca refrataria, que ajudem
a melhorar a qualidade de vida e que ndo apresentem efeitos adversos tao
desconfortaveis [3, 6, 15, 26, 41].

Estudos recentes desenvolvidos por Kim e colaboradores (2012)
demostraram que o derivado salicilico 5-clorofenetilamida (12) foi mais efetivo que 5-
ASA (11) em modelos experimentais de colite induzida pelo acido 2,4,6-
trinitrobenzenossulfénico (TNBS). Em ensaios com luciferase, 12 inibiu a atividade
NF-kB com ICs0 15 uM [50].

1.7 DERIVADOS DO LCC

Plantas medicinais sdo importantes fontes de compostos que podem ser
usados como alternativas a farmacos no tratamento de véarias desordens. De acordo
com a Organiza¢do Mundial da Saude, mais de 80% da populacédo dos paises em
desenvolvimento depende principalmente de plantas medicinais para assisténcia
médica basica. Neste contexto, a casca do fruto do cajueiro (Anacardium
occidentale), popularmente conhecido como castanha de caju é repleta de um
liquido escuro, caustico e inflamavel, denominado liquido da casca da castanha de
caju (LCC) [9, 10].

O LCC constitui um subproduto do agronegocio de baixo valor agregado. E
rico em lipideos fendlicos néo-isoprenoides (Figura 6), sendo classificado como
natural ou técnico de acordo com as técnicas de extracdo empregadas. O LCC
natural pode ser obtido por extracdo a frio com solvente e € composto de misturas
de acidos anacardicos (1) (71-82%), cardanois (13) (2-9%), cardois (14) (13-20%) e
tracos de metilcarddis (15). J& o LCC técnico é obtido por processo termo-mecanico,

submetido a temperaturas de 185-195 °C, o que causa a descarboxilacdo do &cido
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anacardico (1), que se converte em cardanol (13), tornando-se 0 componente
majoritario [9, 45].
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Figura 8: Principais componentes do liquido da casca da castanha de caju

Fonte: Préprio autor

1.7.1 Acido anacardico

Os acidos anacardicos (1) constituem uma mistura de acidos salicilicos que
apresentam, na posi¢ado 6 do nucleo aroméatico, uma cadeia alquilica de 15 carbonos
de diferentes graus de instauracdo. 1 possui varias propriedades farmacolégicas ja
descritas, tais como atividade antitumoral, gastroprotetora, antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatéria [10, 12].

Particularmente, o acido anacéardico saturado (16) foi capaz de inibir
acetilacdo de p65 e suprimir a indugdo e a constitutiva ativacdo de NF-kB, com
consequente reducdo da expressdo de genes NF-kB-dependente. Embora o &cido
anacardico ndo afete diretamente a transcricdo de DNA, a transcricdo HAT-
dependente é fortemente inibida. O acido anacardico suprimiu NF-kB ativado por
carcinogenos, fatores de crescimento e estimulos inflamatorios por meio de inibicdo
da ativacdo de IKK, fosforilagdo e degradagcdo de IkBa, fosforilagdo de p65 e

expressdo génica dependente de NF-kB. Foi demonstrado também que 16
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potencializa a apoptose induzida por TNF e agentes quimioterapicos, adquirindo
potencial atividade anticancer [10, 12, 36].

A atividade anti-inflamatéria do acido anacardico deve-se a regulacdo
negativa de p300 (Figura 7), sendo que este e seus derivados interrompem nao
competitivamente a atividade de p300 e pCAF. Neste contexto, analogos do acido
anacardico foram testados visando a comparacéo do perfil de inibicdo e seletividade
guanto as diferentes HATSs, concluindo que compostos com cadeia alifatica flexivel e
hidrofébica, bem como a subunidade salicilica possuem maior potencial na
habilidade de inibir HAT. Em contrapartida, foi descrito um derivado amidico do
acido anacérdico que foi capaz de ativar p300 [10, 12, 33, 34, 36].

anacardico e

seus

derivados NN srxa

Figura 9: Provaveis mecanismos de acéo do acido anacérdico e seus derivados na inibicdo de HAT
Fonte: Adaptado de HEMSHEKHAR et al, 2011 [10]

O acido anacardico constitui uma matéria-prima versatil, permitindo inimeras
modificagdes quimicas (Figura 8). A presenca da cadeia alquilica hidrofébica com
diferentes graus de instauragcdo, bem como a subunidade aromatica e salicilica
conferem natureza dualistica a esse componente do LCC. Na cadeia alquilica
hidrogenada, reac6es de substituicdo ou eliminacdo no carbono benzilico podem ser
realizadas; a cadeia alquenila, por sua vez, esta sujeita a clivagem oxidativa ou a

reducado das duplas ligacdes por meio de reacdes de hidrogenacao [46-48].
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Acido anacardico (1)

Figura 10: Principais sitios de reacdo do acido anacardico (1)
Fonte: Préprio autor

Portanto, o &cido anacéardico é um bioforo natural que desempenha papel
multi-terapéutico e cujas propriedades podem ser moduladas por meio de
modificacdes quimicas, constituindo assim uma matéria prima de interesse no
ambito da linha de pesquisa que visa a realizacao de estudos estrutura-atividade e a
obtencao de novos agentes terapéuticos [46-49].
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo objetiva a obtencdo racional de novos agentes
terapéuticos planejados a partir do acido anacéardico para o tratamento da doenca de
Crohn, no ambito de uma linha de pesquisa que visa o desenvolvimento de ligantes

anti-inflamatdérios por meio da estratégia de ligantes multialvo dirigidos.

2.1.1 Objetivos especificos

Compreendem os objetivos especificos:
e A sintese e a caracterizacdo dos produtos finais.
e A avaliacdo bioldgica in vitro frente a enzima p300.
e A avaliacdo biolégica in vitro frente a PPAR-a/PPAR-y.

e Estabelecimento de rela¢gdes estrutura-atividade.
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3 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os compostos-alvo foram planejados a partir da similaridade estrutural entre
os inibidores NF-kB 5-ASA (11) e 5-CSPA (12) [50], de forma a gerar novos padrées
moleculares a partir do acido anacardico saturado com arcabouco estrutural

complementar aos alvos moleculares (Figura 11).
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M OH
H

|..

(N,

F-CSPA 5-ASA
Inibidor NFEE Inibidor NFiB

o
i%
¥ n
\_CISH:ID

Y=0;Z=HouCH,; E=H,CH, CH,CO

4..- -l\
Ww=H ( \
'.\W } ¥ =0 ouNH: Z = CHy; n=6:3; R = H, CHs, CH;00

Figura 11: Planejamento racional de novos derivados anti-inflamatérios

Fonte: Préprio autor

A primeira série esta relacionada a variacdbes em R, hidroxila, metoxila e
acetoxila visando a obtencao de derivados acidos carboxilicos e metil ésteres.

A segunda série esta relacionada a fenetilamida 5-CSPA (12) e compreende a
obtencdo de aril e aralquilamidas secundarias com variagdo entre o numero de
carbonos metileno (n = 0-3) entre os grupos carbamoila e fenila. Os analogos
ésteres bioisOsteros — que compreendem a terceira série — visam compreender a
relevancia do grupo amida quanto a participacdo da subunidade NH como doadores
de ligacdo de hidrogénio. Adicionalmente, as variagbes na hidroxila fendlica
planejadas para a primeira série serdo empregadas nas demais séries visando

avaliar a contribuicdo desta subunidade na modulagéo do perfil desejado.
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4 PLANEJAMENTO METODOLOGICO

4.1 ESTRATEGIAS SINTETICAS

A rota sintética foi estruturada com base em metodologias sintéticas
cldssicas, sob condi¢cbes experimentais varidveis (a temperatura ambiente, sob
refluxo e radiacdo micro-ondas), desenvolvidas no Laboratério de Desenvolvimento
de Estratégias Terapéuticas (LADETER) e adequaces da literatura.

A primeira série de compostos foi planejada a partir da obtencdo do &cido
anacardico saturado (LDT11) por meio de hidrogenacdo catalitica da mistura de
acidos anacérdicos. A sintese de derivados acetoxi, hidroxi e metoxiacidos bem
como seus correspondentes metilésteres foi desenhada a partir do derivado acido
LDT11 por meio de reacdes de acetilacdo, alquilacao e esterificacdo. A obtencéo do
derivado 2’-metoxiacido (LDT30) foi planejada pela metodologia descrita por
Chandregowda e colaboradores [46]. (Esquema 1).

o
OH O /LO o
= o d = o~
_____ >
L =
CysHs, CysH3

1
]
e LDT11
v
™0 o ™o o
f
o > OH
LDT30
C,sHs, CysHsy

a. H,, Pd/C, EtOH; b. Ac,0, H,PO,, MO; c. H,SO,, MeOH; d. AcCl, TEA, DCM; e. CH,I, K,CO;, Acn; £, t-BuOK, DMSO

Esquema 1: Planejamento sintético dos derivados 2-acetoxi, hidroxi e metdxiacidos ou metilésteres

Fonte: Préprio autor
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A estratégia sintética para a obtencdo das amidas e ésteres foi planejada a
partir da conversdo do &cido LDT30 em seu cloreto de &cido correspondente
seguido de reacdes de condensacdo com as aminas, alcoois e fenol selecionados,
conforme realizado por Chandregowda e colaboradores [46].

Para a série dos derivados 2’-hidroxiamidico e 2’-hidroxiésteres foi planejada
a reacao de O-desmetilacdo com BBr;. Por fim, a reacdo dos hidréxiderivados com

cloreto de acetila forneceria a série dos derivados acetilados (Esquema 2).

O
~So o ~o o OH O )\0 0
’ b . c
OH ___a.-_;, Y L) [ (- > Y L0} [ R > Y n
€5t CisHs, CisHs C,sHy,
LDT30

a. 1. SOCl,, DMF, Hex: II. R-NH, ou R-OH, TEA, DCM; b. BBr;, DCM: c. AcCl, TEA, DCM.
Y=NH.0;n=0,1,2,3

Esquema 2: Planejamento sintético dos derivados 2’-acetoxi, hidroxi e metdxi amidas e ésteres

Fonte: Préprio autor
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 GENERALIDADES, MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais em Sintese Organica foram realizados no
Laboratorio de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas (LADETER) da
Universidade Catodlica de Brasilia (UCB), no periodo entre janeiro de 2013 e
dezembro de 2014.

Os reagentes e solventes quimicos utilizados neste trabalho foram adquiridos
das industrias Sigma-Aldrich® (EUA) e Tedia® (EUA). Trietilamina (TEA) e
diclorometano (DCM) foram previamente secos com hidreto de célcio e destilados
antes do uso.

As reac0Oes foram realizadas sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente
ou em aquecimento. Para as reacdes realizadas sob radiacdo micro-ondas foi
utilizado micro-ondas doméstico Brastemp®, modelo BMK38ABHNA JetDeFrost com
capacidade de 38 L e poténcia de 900 W sem agitacdo magnética. A reacdo de
hidrogenac&o foi realizada em aparelho da série 3910 da Parr Instrument Company®.

As reacdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD)
por meio de cromatofolhas (5,0 x 1,5 cm) de aluminio de Kieselgel 60 F254 com
espessura de 0,25 mm (SILICYCLE®) e reveladas em de lampada de UV (254-366
nm), o que permitiu o calculo do fator de retencdo (Rf) de cada substancia. Para a
purificacdo dos compostos, utilizou-se cromatografia em coluna de silica gel G60
(70-230 mesh) SILICYCLE®. O método de recristalizacdo também foi utilizado para
purificacdo de alguns derivados. Os pontos de fusdo, n&o corrigidos, foram
determinados em aparelho MQAPF-302.

A evaporagcéo dos solventes foi realizada em evaporador rotatério Tecnal® TE-
211, a pressao reduzida, variando entre 10 e 0,1 mmHg, e em temperaturas entre 40
e 60 °C.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H RMN — 300
MHz ou 500 MHz) e carbono-13 (**C RMN — 75 MHz ou 125 MHz) foram obtidos em
aparelho Brucker Avance DRX300 e DRX500 do Centro Nordestino de Aplicacéo da

Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara
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(UFC), utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os valores de
deslocamento quimico (&) sao referidos em parte por milhdo (ppm) em relagéo ao
TMS e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos sinais foram
obtidas por integracado eletronica e suas multiplicidades descritas como: simpleto (s);
sinal largo (sl); dupleto (d); tripleto (t); quarteto (q); quinteto (qi) e multipleto (m).

Os espectros na regido do infravermelho (V) foram realizados na Central
Analitica da UCB e foram obtidos por espectrofotometro Perkin EImer Spectrum BX,
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr) ou na forma de filme liquido em
placa de cloreto de sédio (NaCl). Os valores para as absorcdes (vmax) sao referidos
em numeros de ondas, utilizando como unidade o centimetro reciproco (cm™).

As estruturas gerais foram padronizadas para facilitar analise dos espectros,

como mostradas na Figura 12.

R . -
R =
R =H, CH,, COCH, 0 O R =H, CH, COCH,
Y =NH, O
Z=H,CH, ‘
) n=0,1,23
Ar-COOH )
Ar-COYCH,CH,CH,-Ar
Ar-COOCH,

Ar-COYCH,CH,-Ar

Ar-COYCH,-Ar

Figura 12: Numeracéo e legendas empregadas no assinalamento de sinais em RMN 'He RMN C

Fonte: Préprio autor

A avaliacdo bioldgica frente a p300 foi realizada pelo grupo do Prof. Masoud
Vedadi do Structural Genomics Consortium (SGC) da Universidade de Toronto por
meio de ensaio baseado em radioatividade, em que se avaliou a atividade da enzima
na presenca dos compostos testados por meio da transferéncia do grupo acetil de
3H-AcetilCoa para a histona H3. Para avaliacdo biolégica frente a PPAR-a e PPAR-
Y, 0 ensaio de gene repdrter foi realizado foi realizada no Nuclear Hormone
Receptors in Human Health and Disease Laboratory coordenado pela Dra. Carolyn
Cummins da Faculdade de Farmécia Leslie Dan da Universidade de Toronto, a fim
de visualizar a capacidade de emisséo de luz luciferase, indicativa da indugédo da
transcricdo génica do receptor.
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5.2 METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZAGCAO DOS COMPOSTOS

5.2.1 Extracédo de LCC

Ao sistema de extracdo Soxhlet foram adicionadas 150,00 g de casca da
castanha de caju e etanol absoluto (400,0 mL). O sistema foi mantido em
aguecimento em manta por 4 horas. Em seguida, o baldo coletor foi trocado e uma
nova extragéo realizada nas mesmas condi¢des. Em ambos os casos, o solvente foi
evaporado a presséao reduzida, fornecendo 60,00 g de LCC natural, como um liquido

marrom, em rendimento de 40% em relacdo a massa de casca de castanhas.

5.2.2 Obtenc&o de Acidos Anacéardicos a Partir do LCC Natural

OH (‘)
OH
C1sH310n
n=0,2,40u6

Em um baldo (50 mL) foram adicionados 30,00 g de LCC natural (~ 86,08
mmol), 15,00 g de Ca(OH), (202,45 mmol) em mistura de metanol (180,0 mL) e agua
(30,0 mL). O sistema reacional permaneceu em agitacao e refluxo por 3 horas. Em
seguida, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e filtrada. O sélido obtido foi
lavado com acetato de etila para a remoc¢do dos outros componentes do LCC. Os
sais de calcio formados foram tratados com solugdo de HCI 50% até pH 1,0 visando
a liberacdo da mistura de acidos anacardicos, os quais foram extraidos com acetato
de etila (3 x 50,0 mL). As fases organicas reunidas foram lavadas com solugéo
saturada de cloreto de sodio e secas em sulfato de sédio anidro. Apés remocao do
solvente a pressao reduzida, a mistura foi purificada em coluna cromatografica de
gel de silica, eluida em mistura de hexano e acetato de etila 20%, fornecendo a

mistura de &cidos anacérdicos (1) em rendimento de 70%.
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5.2.3 Obtencao do Derivado Acido 2-Hidréxi-6-pentadecilbenzdico (LDT11, 16)

OH O OH O
| H,, Pd/C |
OH —— OH
EtOH, 6h
CysH3qn CisHa1
LDT11

Em frasco de hidrogenacéo foram adicionados 5,00 g da mistura de acidos
anacardicos (~ 14,35 mmol), 0,20 g de catalisador paladio-carvdo a 10% (Pd/C) e
etanol (50,0 mL). O sistema foi submetido a pressdo de 60 psi em reator Paar, a
temperatura ambiente por 6 horas. Em seguida, a mistura foi filtrada em funil
sinterizado e o solvente removido a pressdo reduzida. O residuo foi recristalizado

em hexano, fornecendo 3,50 g do acido 2-hidroxi-6-pentadecilbenzdico (LDT11, 16).

Derivado Acido 2-hidroxi-6-pentadecilbenzéico (LDT11, 16)

OH O
| Sélido branco
OH Rendimento 70%
CisH3y Rs. 0,48 (HeX8o%:ACOEt20%)

Ponto de fuséo: 81-84°C
Formula molecular: Cy;H3603
IV (KBI) vmax cm™ 3326 (von); 2954 (Vasca): Massa Molar: 348,519 g/mol
2920 (VascHz); 2850 (vsch2); 1610 (ve=o0); 1560, 1542, 1498 e 1466 (vc=c); 1287 (Vasc-
0); 1086 (vsc-0)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,26 (sl, 24H, 3-14); 1,57-
1,62 (m, 2H, 2); 3,00 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 6,79 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 3'); 6,89 (d, J =
8,0 Hz, 1H, 5'); 7,37 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 4’); 10,79 (s, 1H, ArOH).

RMN 2C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,6-30,0 (CH,, 3-12);
32,1 (CH,, 2); 32,2 (CHa, 13); 36,7 (CHa, 1); 110,6 (ArC, 1°): 116,1 (ArCH, 3'); 123,0
(ArCH, 5'); 135,6 (ArCH, 4’); 148,1 (ArC, 6); 163,8 (ArC, 2); 176,5 (ArCOOH).
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5.2.4 Obtencao do Derivado Acido 2-Acetoxi-6-pentadecilbenzéico (LDT13, 17)

i
OH O )\o o)

| Ac,0, HPO, |

OH — >

MO, Pt 270 W, OH
3x1'

CisHay CysHsg

LDT11 LDT13

Em erlenmeyer (50 mL) foram adicionados 3,00 g do derivado LDT11 (16)
(8,61 mmol), &cido fosférico (6 gotas) e 3,24 mL de anidrido acético (34,43 mmol). A
mistura foi submetida a radiacdo micro-ondas por 3 minutos (3 x 1’) em poténcia de
30% (270 W). Em seguida, a mistura foi solubilizada em acetato de etila (20,0 mL) e
lavada com solucfes de bicarbonato de sédio 5% (3 x 20,0 mL), HCI 10% (20,0 mL),
saturada de cloreto de sddio (20,0 mL), e seca com sulfato de sédio. Apds o
solvente ser removido a pressdo reduzida, o residuo foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica, eluida em mistura de hexano e acetato de etila em
diferentes concentracdes (5-50%), fornecendo 2,55 g do derivado acido 2-acetoxi-6-
pentadecilbenzéico (LDT13, 17).

Derivado Acido 2-Acetéxi-6-pentadecilbenzéico (LDT13, 17)

Sélido branco

O
/[K Rendimento 76%
Q ? Rt 0,20 (HeXeos: ACOEt00)
OH Ponto de fuséo: 65-69°C
CyeHa; Formula molecular: C24H3504

Massa Molar: 390,556 g/mol

v (KBr) Vmax Cm_li 2922 (VasCHZ); 2850 (VSCHZ); 1763 (cho); 1701 (cho); 1465 (chc);
1369 (VCHg); 1221 (VasC-O)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,26-1,31 (m, 24H, 3-14);
1,60-1,67 (M, 2H, 2); 2,30 (s, 3H, ArOCOCHa); 2,81 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1): 7,01 (d, J =
8,0 Hz, 1H, 3'): 7,17 (d, = 7,5 Hz, 1H, 5'); 7,41 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 4).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 21,0 (ArOCOCHs); 22,9 (CH,, 14); 29,5-
29,9 (CH,, 3-12); 31,6 (CH,, 2); 32,1 (CH,, 13); 34,1 (CH,, 1); 120,8 (ArCH, 3’); 125,0
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(ArC, 1); 127,7 (ArCH, 5'); 131,5 (ArCH, 4'); 143,8 (ArC, 6'); 148,8 (ArC, 2); 169,6
(ArOCOCHg): 172,1 (ArCOOH).

5.2.5 Obtencao do Derivado 2-Metoxi-6-pentadecilbezoato de metila (LDT28, 18)

OH O So o
| oH CH;l, K,CO,4 O/
Acetona, 120°C
18h
Cl 5H3 1 Cl 5H3 1
LDT11 LDT28

Em um baldo (100 mL) foram adicionados 2,00 g do derivado LDT11 (16)
(5,74 mmol), 2,38 g de carbonato de potassio (17,22 mmol) e acetona (50,0 mL). A
mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 20 minutos e a ela foram
adicionados 1,49 mL de iodeto de metila (22,95 mmol). Em seguida, o sistema
reacional foi mantido sob agitacdo vigorosa, em banho de 6éleo a 120°C, com
resfriamento do condensador em circulador a -8°C, por 18 horas. Apés esse periodo,
o solvente foi evaporado a pressao reduzida e ao residuo foram adicionados éter
etilico (30,0 mL) e agua destilada para a solubilizacdo do carbonato de potassio.
Apés separacédo de fases, a fase aquosa foi retirada, a fase orgéanica foi lavada com
solucdes de HCI 10% (2 x 15,0 mL) e concentrada de cloreto de sédio (20,0 mL), e
entdo seca com sulfato de sédio. Apos o solvente ser removido a pressao reduzida,
a mistura foi purificada em coluna cromatografica de gel de silica, eluida em
diferentes concentracbes de mistura hexano-acetato de etila (5-35%), fornecendo
2,09 g do derivado 2-metoxi-6-pentadecilbezoato de metila (LDT28, 18).

Derivado 2-Met6xi-6-pentadecilbezoato de metila (LDT28, 18)

Solido branco

~o o Rendimento 97%
| o Rr: 0,40 (HeXgos ACOEt100)
Ponto de fusdo: 32-33°C
CisHap Formula molecular: C,4H4003

Massa Molar: 376,573 g/mol
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IV (KBF) vimax M 2918 (vascrz); 2850 (vsciz): 1733 (Veo); 1586, 1466 (ve-c); 1266

(VasC-O)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,3 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,53
1,61 (m, 2H, 2); 2,55 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,82 (s, 3H, ArOCH3); 3,91 (s, 3H,
ArCOOCHs:); 6,76 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3'); 6,82 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5'); 7,27 (t, J = 7,9
Hz, 1H, 4°).

RMN C (75 MHz, CDClg): & 14,2 (CHs, 15); 22,8 (CH,, 14) 29,5-29,8 (CH,, 3-12);
31,3 (CHp, 2); 32,1 (CH,, 13); 33,6 (CHp, 1); 52,2 (ArCOOCHs); 56,0 (ArOCH3); 108,5
(ArCH, 3'); 121,7 (ArCH, 5'); 123,7 (ArC, 1’); 130,4 (ArCH, 4’): 141,6 (ArC, 6'): 156,4
(ArC, 2'); 169,1 (ArCOOCHs).

5.2.6 Obtencao do Derivado 2-Hidréxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29,
19)

OH O OH O
H,SO,, MeOH
OH ;» O/
70°C, 18h
CidHss CiHz1
LDT11 LDT29

Em um baléo (100 mL) foram adicionados 0,20 g de LDT11 (16) (0,57 mmaol),
1,50 mL de H,SO, e metanol (8,0 mL). O sistema reacional permaneceu em
agitacdo e refluxo por 18 horas. Em seguida, a mistura foi extraida com
diclorometano (3 x 10,0 mL) e a fase organica lavada com solucdo saturada de
cloreto de sodio (10,0 mL) e seca com sulfato de sodio. Apos o0 solvente ser
removido sob pressao reduzida, a mistura foi purificada em coluna cromatogréfica de
gel de silica, eluida com mistura de hexano e acetato de etila (5-55%), fornecendo
0,18 g do derivado 2-hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 19).
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Derivado 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila

Solido branco
OH O Rendimento 86%
| - R¢: 0,60 (HeXgow: ACOEt200)
Ponto de fuséo: 37-40°C
Formula molecular: C,3H3g03
Massa Molar: 362,546 g/mol

CqsH3

v (KBr) Vmax cm™: 3433 (VOH); 2917 (VasCHZ); 2851 (VSCHQ); 1663 (cho); 1451 (chc);
1250, 1203 (VasC-O)-

RMN *H (500 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,27-1,32 (m, 29H, 3-14);
1,51-1,55 (m, 2H, 2); 2,89 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1), 3,96 (s, 1H, ArCOOCH.); 6,73 (d, J =
7,3 Hz, 1H, 3); 6,84 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 5); 7,27-7,31 (m, 1H, 4’); 11,06 (s, 1H,
ArOH).

RMN 3C (125 MHz, CDCls): 8 14,2 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,5-30,1 (CH,, 3-12);
32,1 (CHa, 2); 32,3 (CHa, 13); 36,8 (CHa, 1); 52,3 (ArCOOCHS,); 112,0 (ArC, 1’); 115,8
(ArCH, 3’); 122,6 (ArCH, 5); 134,3 (ArCH, 4’); 146,4 (ArC, 6’); 162,8 (ArC, 2'); 172,1
(ArCOOCHS).

5.2.7 Obtenc&o do Derivado Acido 2-Met6xi-6-pentadecilbenzdico (LDT30, 20)

~ ~

O O O |O
| t-BUOK, DMSO
o/”—> OH
I) ta. 2h, I1) 40°C 6h
CisHa1 CisH3z1
LDT28 LDT30

Em um baldo (100 mL) foram adicionados 4,00 g do derivado LDT28 (18)
(10,62 mmol), 1,29 g de tert-butéxido de potassio (10,62 mmol) e DMSO (20,0 mL) e

foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida, foi
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submetido ao aquecimento de 40°C em banho de 6leo por 16 horas. A mistura foi
extraida com acetado de etila (3 x 15,0 mL) e a fase organica lavada com &agua
destilada (20,0 mL) e acidificada a pH 2,0 com solucao de HCI 10%. Finalmente, a
fase organica foi lavada com solucédo saturada de cloreto de sodio (20,0 mL), seca
com sulfato de sodio e o solvente evaporado a pressao reduzida. O residuo foi
purificado em coluna cromatografica de gel de silica, eluida em diferentes
concentracfes de hexano e acetato de etila (5-50%), fornecendo 3,77 g do derivado

acido 2-metoxi-6-pentadecilbenzéico (LDT30, 20).

Derivado Acido 2-Met6xi-6-pentadecilbenzoico (LDT30, 20)

Solido branco
~ Rendimento 98%
| Rf: 0,28 (HeXaoss:ACOEtz0y,)
Ponto de fuséo: 74-77°C
CysH3q Formula molecular: Co3H3s05
Massa Molar: 362,546 g/mol

v (KBr) Vmax Cm_l: 3365 (VOH); 2954 (VasCHS); 2920 (VasCHZ); 2848 (VSCHZ); 1715 (cho);
1585, 1473, 1460, 1437 (chc); 1316 (VCH3); 1266 (VasC-O);

RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,26-1,33 (m, 24H, 3-14);
1,60-1,67 (m, 2H, 2); 2,73 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,89 (s, 3H, ArOCH3); 6,81 (d, J =
8,2 Hz, 1H, 3): 6,88 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,27-7,34 (m, 1H, 4').

RMN 2C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
31,5 (CH,, 2); 32,1 (CHp, 13); 33,9 (CH,, 1): 56,2 (ArOCH5); 108,8 (ArCH, 3'); 122,2
(ArC, 1'); 122,3 (ArCH, 5'); 131,0 (ArCH, 4’); 142,7 (ArC, &); 156,8 (ArC, 2); 173,0
(ArCOOH).
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5.2.8 Obtencdo do Derivado 2-(AcetOxi)-6-pentadecilbenzoato de metila
(LDT208, 21)

O
OH (? )ko 0
O/ AcCl, TEA, | o
DCM, ta., 24h
CisHa1 CysHzy
LDT29 LDT208

Em um baldo (25 mL) foram adicionados 0,20 g do derivado LDT29 (19) (0,55
mmol), 0,23 mL de TEA (1,67 mmol) e 0,06 mL cloreto de acetila, em diclorometano
seco (6,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 24
horas. Em seguida, foi lavada com &gua destilada e extraida com acetato de etila (3
x 10,0 mL). As fases organicas reunidas foram lavadas com solu¢cbes de bicarbonato
de sédio 5% (3 x 10,0 mL), HCI 10% (2 x 10,0 mL) e saturada de cloreto de sédio
(10,0 mL). Apos de secagem em sulfato de sédio e remocéao do solvente a pressao
reduzida, o residuo foi purificado em coluna cromatogréafica de gel de silica, eluida
em mistura de hexano e acetato de etila em diferentes concentracdes (5-50%),
fornecendo 0,13 g do derivado 2-(acetdxi)-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT208,
21).

Derivado 2-(Acetoxi)-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT208, 21)

o Salido branco
J\ Rendimento 58%
O O
| Rr: 0,44 (HeXgoy: ACOEtz0y)
o

Ponto de fusdo: 30-35°C
CisHap Formula molecular: CosHagO4
Massa Molar: 404,583 g/mol

IV (KBr) vimax cm™: 2916 (VascH2); 2850 (vsch2); 1731 (vc=0); 1473 (vc=c); 1368 (vcha);
1246 (vasc-o);
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RMN *H (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,3 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,55-
1,58 (m, 2H, 2); 2,26 (s, 3H, ArOCOCHS>); 2,67 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,87 (s, 3H,
ArCOOCHs); 6,97 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 3'); 7,12 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,35 (t, J = 7,9
Hz, 1H, 4°).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15); 20,9 (ArOCOCHs3); 22,8 (CH,, 14); 29,5-
29,8 (CHy, 3-12); 31,5 (CH,, 2); 32,1 (CHa, 13); 34,9 (CH,, 1); 52,3 (ArCOOCHs3);
120,4 (ArCH, 3'); 126,3 (ArC, 1’); 127,3 (ArCH, 5'); 130,7 (ArCH, 4’); 143,0 (ArC, 6);
148,3 (ArC, 2); 167,3 (ArOCOCHS5); 169,2 (ArCOOCHS).

5.2.9 Obtenc&o dos Derivados Amidas e Esteres: 2’-Metoxissubstituidos

~
O O >0 o
| ) SOCL,, DMF, |

hexano, reflux., 2h

OH —_— Y n
1I) Amina, alcool ou
C.cH fenol, TEA, DCM,

15H31  40°C, 120 CysHzq
LDT30 n=0,1,2e3

Y =NH (LDT651, LDT653, LDT655, LDT657)
Y =0 (LDT667, LDT669, LDT671, LDT673)

Em um baldo (25 mL) foram adicionados 0,20 g do derivado LDT30 (20) (0,55
mmol), 1,50 mL de SOCI, (17,31 mmol), DMF (1 gota) e hexano (10,0 mL). O
sistema reacional permaneceu em agitacdo, a temperatura de refluxo por 2 horas.
Em seguida, o excesso de SOCI, e hexano foram destilados. O cloreto de acido
formado foi entdo diluido em diclorometano seco (5,0 mL) e lentamente adicionado a
um baldo (25,0 mL) contendo a amina, ou fenol, ou alcool correspondente (2,00
eqgv.), 0,15 mL de TEA (1,10 mmol) e diclorometano (5,0 mL). A mistura permaneceu
sob agitacdo, a temperatura de 40 °C, por 1 a 2 horas. Apos esse periodo, a mistura
foi extraida com acetato de etila (3 x 10,0 mL) e as fases organicas reunidas lavadas
com solucdes de bicarbonato de sédio 5% (20,0 mL), HCI 10% (20,0 mL), saturada
de cloreto de sodio (10,0 mL), e seca com sulfato de sédio. Apos evaporagdo do

solvente a pressdo reduzida, os derivados foram purificados em coluna
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cromatografica de gel de silica, eluida em mistura de hexano e acetato de etila em
diferentes concentragdes, fornecendo os derivados correspondentes.

Derivado N-Fenil-2-metoxi-6-pentadecilbenzilamida (LDT651, 22)

Solido branco

~o o Rendimento 76%
| /@ Rr: 0,33 (Hexsow: ACOEts0)
,'f: Ponto de fuséo: 78-85°C
CisHa Formula molecular: CogHasNO»

Massa Molar: 437,657 g/mol

v (KBI’) Vmaéx cm'l: 3276 (VNH); 3069 (V=CH); 2919 (VasCHz); 2850 (VSCHZ); 1653 (cho);
1604, 1583, 1551, 1534, 1490, 1470, 1438 (vc=c); 1264 (Vasc-o).

RMN 'H (500 MHz, CDCls): 8 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,23-1,33 (m, 24H, 3-14);
1,61-1,67 (m, 2H, 2); 2,71 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,83 (s, 3H, ArOCHy): 6,79 (d, J =
8,2 Hz, 1H, 3'); 6,89 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5'); 7,15 (t, J = 7,3 Hz, 1H, 4”); 7,30 (t, J = 8,0
Hz, 1H, 4); 7,37 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 2” e 6”); 7,51 (s, 1H, ArCONHAr): 7,63 (d, J = 7,7
Hz, 2H, 3" e 5”).

RMN 3C (125 MHz, CDCls): 8 14,3 (CHs, 15); 22,8 (CH,, 14); 29,5-29,8 (CH,, 3-12);
31,6 (CHa, 2); 32,1 (CH,, 13); 33,3 (CHa, 1); 56,0 (ArOCHa); 108,6 (ArCH, 3’); 120,0
(ArCH, 5°); 122,1 (ArCH, 4”); 124,4 (ArCH, 2" e 6”); 126,6 (ArC, 1'); 129,2 (ArCH, 3" e
5”); 130,3 (ArCH, 4’); 138,3 (ArC, 1”); 142,5 (ArC, 6’); 156,2 (ArC, 2'); 166,2
(ArCONHAr).

Derivado N-Benzil-2-metéxi-6-pentadecilbenzilamida (LDT653, 23)

Solido branco
Rendimento 77%

H/\O Rr: 0,21 (HeXgos ACOEtz0u)
Ponto de fusao: 90-99°C
Formula molecular: C3oHsNO>
Massa Molar: 451,684 g/mol
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v (KBr) Vméx Cm-li 3289 (VNH); 3062 (V=CH); 2919 (VasCHZ); 2849 (VSCHZ); 1634 (cho);
1596, 1581, 1533, 1495, 1469, 1454 (vc=c); 1258 (Vasc-0)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H, 15); 1,27 (s, 24H, 3-14); 1,56-
1,60 (M, 2H, 2): 2,63 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 3,81 (s, 3H, ArOCHs); 4,67 (d, J = 5,7 Hz,
2H, ArCONHCH.AI); 6,01 (t, J = 5,3 Hz, 1H, ArtCONHCH,Ar); 6,74 (d, J = 8,2 Hz, 1H,
3): 6,83 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5');: 7,21-7,41 (m, 6H, 4’, 2", 3", 4, 5" e 6").

RMN 3C (125 MHz, CDCls): 8 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
31,8 (CHa, 2); 32,1 (CH,, 13); 33,4 (CHy, 1); 44,0 (ArCONHCH,Ar); 55,9 (ArOCHs);
108,5 (ArCH, 3’); 121,9 (ArCH, 5'), 126,5 (ArC, 1'); 127,6 (ArCH, 4”); 128,1 (ArCH, 2
e 6”); 128,8 (ArCH, 3” e 5”); 130,0 (ArCH, 4’); 138,5 (ArC, 1”); 142,3 (ArC, 6'); 156,2
(ArC, 2'); 168,1 (ArCONHCH,AY).

Derivado N-(2-Fenetil)-2-metoxi-6-pentadecilbenzilamida (LDT655, 24)

Solido branco

~No o Rendimento 71%
N R¢: 0,22 (HeX8o%:ACOEt20%)
H Ponto de fus&o: 53-56°C
CisHz

Formula molecular: C3;H47NO>
Massa Molar: 465,710 g/mol

v (KBr) Umax Cm_li 3434 (VNH); 3060 (V=CH); 2918 (VasCHZ); 2850 (VSCHZ); 1735 (cho);
1599, 1583, 1497, 1534, 1470 (ve=c); 1267 (Vasc.0).

RMN 'H (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,27 (m, 24H, 3-14); 1,54-
1,57 (m, 2H, 2); 257 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 2,94 (t, J = 6,8 Hz, 3H,
ArCONHCH,CH,Ar) 3,70-3,85 (m, 5H, ArOCHs, AFTCONHCH,CH,Ar): 5,79 (t, J = 5,4
Hz, 1H, ACCONHCH,CH,Ar); 6,71 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3): 6,81 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5');
7,19-7,33 (m, 6H, 4, 2*, 3*, 4”, 5" € 6”).
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RMN C (75 MHz, CDCl): & 14,2 (CHs, 15); 22,8 (CH,, 14); 29,5-29,8 (CH,, 3-12);
31,6 (CHy 2); 32,1 (CH,, 13); 33,2 (CH,, 1); 35,8 (ArCONHCH,CH,Ar); 40,8
(ArCONHCH,CH,Ar); 55,7 (ArOCHs); 108,3 (ArCH, 3’); 121,8 (ArC, 1" e ArCH, 5),
126,6 (ArCH, 4”); 128,7 (ArCH, 2" e 6”); 128,9 (ArCH, 3" e 5%); 129,8 (ArCH, 4);
139,1 (ArC, 17); 142,1 (ArC, 6’); 156,1 (ArC, 2'); 168,2 (ArCONHCH,CH,Ar).

Derivado N-(3-Fenilpropil)-2-metéxi-6-pentadecilbenzilamida (LDT657, 25)

Solido branco
~ Rendimento 96%
Rt 0,24 (HeXgoy:ACOEt209)
m/\/\© Ponto de fuséo: 60-67°C
CisHay Férmula molecular: CzHagNO>
Massa Molar: 479,737 g/mol

v (KBI’) Vmaéx cm'l: 3278 (VNH); 3085 (V=CH); 2918 (VasCHz); 2848 (VSCHZ); 1636 (cho);
1595, 1585, 1550, 1534, 1497, 1469 (vc=c); 1264 (Vasc-o)-

RMN H (300 MHz, CDCl5): & 0,89 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,26 (s, 24H, 3-14); 1,55-
1,60 (m, 2H, 2); 1,95 (qi, J = 7,7 Hz, 2H, ArCONHCH,CH,CH,Ar); 2,62 (t, J = 7,8 Hz,
2H, ArCONHCH,CH,CH,Ar); 2,73 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1): 3,49 (g, J = 6,5 Hz, 2H,
ArCONHCH,CH,CH,Ar): 3,79 (s, 3H, ArOCHs); 579 (t, J = 57 Hz, 1H,
ArCONHCH,CH,CH,Ar); 6,74 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 3'); 6,83 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5');
7,19-7,32 (m, 6H, 4’, 2", 3", 4", 5" ¢ 6”).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,8 (CH,, 14); 29,5-29,8 (CH,, 3-12);
31,5 (ArCONHCH,CH,CH.Ar); 31,7 (CH,, 2); 321 (CH, 13); 33,3
(ArCONHCH,CH,CH,Ar); 33,3 (CH,, 1); 39,4 (ArCONHCH,CH,CH-Ar); 55,8
(ArOCHzs); 108,4 (ArCH, 3'); 121,9 (ArCH, 5'); 126,1 (ArCH, 4”); 126,7 (ArC, 1');
128,5 (ArCH, 2” e 6”); 128,6 (ArCH, 3" e 5”); 129,9 (ArCH, 4°); 141,7 (ArC, 17); 142,1
(ArC, 6°); 156,1 (ArC, 2'); 168,2 (ArCONHCH,CH,CH,Ar).
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Derivado 2-Metoxi-6-pentadecilbenzoato de fenila (LDT667, 26)

Sélido branco
~ Rendimento 59%
o) o)
| J@ R¢: 0,55 (HeXSO%:ACOEtzo%)
O Ponto de fusao: 34-38°C
CysH3p Formula molecular: Cy9H4203
Massa Molar: 438,642 g/mol

IV (KBI) vinax 6™ 2919 (vascr); 2851 (vscrs): 1746 (veo); 1587, 1490, 1473, 1458
(ve=c); 1279 (Vasc-o0)-

RMN *H (500 MHz, CDCls): & 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,37-
1,39 (m, 2H, 12); 1,66-1,72 (m, 2H, 2); 2,73 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,90 (s, 3H,
ArOCHs); 6,83 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 3'); 6,89 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,25-7,30 (m, 3H,
2’ 4" e 6"); 7,34 (t, J = 8,0 Hz, 1H, 4'); 7,45 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 3" e 5").

RMN 3C (125 MHz, CDCls): 8 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
31,5 (CHay, 2); 32,1 (CH,, 13); 33,7 (CHa, 1); 56,2 (ArOCHa); 108,7 (ArCH, 3’); 121,8
(ArCH, 5’); 121,9 (ArCH, 4”); 123,0 (ArC, 1'); 126,1 (ArCH, 2" e 6”); 129,3 (ArCH, 3" e
5”); 130,9 (ArCH, 4’); 141,8 (ArC, 1”); 151,1 (ArC, 6’); 156,8 (ArC, 2); 167,1
(ArCOOA).

Derivado 2-Met6xi-6-pentadecilbenzoato de benzila (LDT669, 27)

Solido branco
~ Rendimento 34%
| Rr: 0,54 (HeXsos: ACOE0%)
O@ Ponto de fusao: 35-38°C
C1sH3y Formula molecular: C3oHz403
Massa Molar: 452,669 g/mol

IV (KBF) vimax cm™®: 3065 (v=cp): 2917 (Vaschz): 2849 (vscrz): 1729 (ve-o); 1599, 1585,
1507,1497, 1471, 1458 (ve=c); 1269 (Vasc-o)-
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RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 0,91 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,29 (s, 24H, 3-14); 1,49-
1,54 (m, 2H, 12); 2,50 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 3,81 (s, 3H, ArOCHs); 5,39 (s, 2H,
ArCOOCH,AY); 6,76 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3'); 6,81 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,27 (t, J =
8,0 Hz, 1H, 47); 7,34-7,41 (m, 3H, 2”, 6", 4'); 7,46-7,48 (m, 2H, 3" e 5”).

RMN C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,8 (CH,, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
31,4 (CHy, 2); 32,1 (CH,, 13); 33,6 (CH,, 1); 55,9 (ArOCHs); 67,0 (ArCOOCH,Ar);
108,6 (ArCH, 3’); 121,7 (ArCH, 5'); 123,6 (ArC, 1’); 128,5 (ArCH, 4”); 128,6 (ArCH, 2
e 6”); 128,8 (ArCH, 3” e 5”); 130,4 (ArCH, 4’); 136,0 (ArC, 1”); 141,6 (ArC, 6’); 156,5
(ArC, 2°); 168,4 (ArCOOCHA).

Derivado 2-MetOxi-6-pentadecilbenzoato de 2-fenetila (LDT671, 28)

Solido branco
i 0,
~0 o Rendimento 69%
| Rr: 0,58 (HeXeoss: ACOEto00)
o)
Ponto de fusao: 28-32°C

Formula molecular: C3;H603
Massa Molar: 466,695 g/mol

IV (KBF) vimax cm™: 3026 (v=ch): 2922 (Vaschz): 2848 (vscra): 1733 (ve-o); 1580, 1497,
1468, 1458 (chc); 1271 (VasC—O)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,52-
1,54 (m, 2H, 12); 2,48 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1): 3,08 (t, J = 7,1 Hz, 2H,
ArCOOCH,CH,Ar); 3,79 (s, 3H, ArOCH3); 4,56 (t, J = 7,1 Hz, 2H, ArCOOCH,CH,A):
6,76 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 3'): 6,81 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,24-7,32 (m, 6H, 4, 2, 3",
4", 5" ¢ 6").

RMN *3C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
31,3 (CHa, 2); 32,1 (CHa, 13); 33,5 (CHa, 1); 35,2 (ArCOOCH,CH,Ar); 56,0 (ArOCHs);
65,7 (ArCOOCH,CH-Ar): 108,5 (ArCH, 3’); 121,6 (ArCH, 5'); 123,8 (ArC, 1’); 126,7
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(ArCH, 47); 128,6 (ArCH, 2” e 6”); 129,1 (ArCH, 3" e 5”); 130,3 (ArCH, 4’); 138,0 (ArC,
1); 141,5 (ArC, 6'); 156,5 (ArC, 2'); 168,6 (ArCOOCH,CH,AT).

Derivado 2-Met6xi-6-pentadecilbenzoato de 3-fenilpropila (LDT673, 29)

Solido branco
~ Rendimento 27%
| Rr: 0,62 (HeXeos:ACOEto00)
OW\@ Ponto de fuséo: 31-34°C
CisHa; Férmula molecular: CzHzg03
Massa Molar: 480,722 g/mol

v (KBI’) Vmax cm'l: 3029 (V=CH); 2917 (VasCHZ); 2850 (VSCHZ); 1735 (Vc:o); 1599, 1583,
1507, 1497, 1470 (ve=c); 1267 (Vasc-o).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 0,88-0,92 (m, 3H, 15); 1,26-1,27 (m, 24H, 3-14); 1,59-
1,64 (m, 2H, 12); 2,04-2,11 (m, 2H, ArCOOCH,CH,CH,Ar); 2,59 (t, J = 7,8 Hz, 2H,
2H, 1); 2,79 (t, J = 7,6 Hz, 2H, ArtCOOCH,CH,CH,AI); 3,84 (s, 3H, ArOCHs); 4,35-
4,39 (m, 2H, ArCOOCH,CH,CH,Ar); 6,79 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3'); 6,85 (d, J = 7,7 Hz,
1H, 5'); 7,19-7,33 (m, 6H, 2°, 3", 4", 5", 6" e 4).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): d 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
30,5 (ArCOOCH,CH,CH,Ar); 315 (CH,, 2); 32,1 (CH, 13); 323
(ArCOOCH,CH,CH,Ar); 33,7 (CH,, 1); 56,0 (ArOCHs); 64,5 (ArCOOCH,CH,CH,AT):;
108,6 (ArCH, 3’); 121,7 (ArCH, 5'); 124,0 (ArC, 1'); 126,2 (ArCH, 4”); 128,6 (ArCH, 2”
e 6”); 128,6 (ArCH, 3" e 5”); 130,3 (ArCH, 4’); 141,4 (ArC, 6’ e ArC, 1”); 156,5 (ArC,
2'); 168,7 (ArCOOCH,CH,CH,A).
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5.2.10 Obtencdo dos Derivados Amidas e Ester LDT659: 2'-
Hidroxissubstituidos

o c‘) OH (‘)
BB
YA 4&» Y n
DCM, t.a., 6h
CisHsp CisHzy

Y=NH (LDT651, LDT653, LDT655, LDT657) Y=NH (LDT82, LDT645, LDT647, LDT649)
n=0,12e3 n=0,1,2¢e3
Y =0 (LDT667) n=0 Y=0(LDT659) n=0

Em um baldo (25 mL) foram adicionados 0,20 g dos derivados amidas e éster
2’-metoxilados, solucdo de BBr3 1M (4,00 eqv.) e diclorometano seco (4,0 mL), sob
atmosfera de nitrogénio. O sistema reacional permaneceu sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 6 horas. Em seguida, a mistura foi vertida em béquer com
gelo e extraida com acetato de etila (3 x 10,0 mL). A fracdo organica foi lavada com
solucédo concentrada de cloreto de sddio (10,0 mL), seca com sulfato de sédio e o
solvente evaporado a presséo reduzida. Os residuos foram purificados em coluna de
gel de silica com mistura de hexano e acetato de etila em diferentes concentragdes,

fornecendo os derivados.

Derivado N-Fenil-2-hidroxi-6-pentadecilbenzilamida (LDT82, 30)

Solido branco
Rendimento 80%
OH ? /@ Ry 0,28 (HeXs056:ACOEtz055)
N Ponto de fusao: 71-74°C
H

Formula molecular: CogH41NO>
CisHan

Massa Molar: 423,631 g/mol
v (KBF) Vmaéx cm'l: 3284 (VNH); 3143 (VQH); 2920 (VasCHZ); 2851 (VSCHZ); 1595 (Vc:o);

1559, 1443 (chc).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,24-1,32 (m, 24H, 3-14);
1,64-1,74 (m, 2H, 2): 2,85 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 6,82 (t, J = 7,0 Hz, 2H, 3’ e 5'); 7,18-
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7,28 (m,2H,4 e 4”); 7,40 (t, J=7,8 Hz, 2H, 3" e 5"); 7,57 (d,J=7,8 Hz, 2H, 2" ¢ 6”);
7,67 (s, ArCONHAI); 9,10 (sl, ArOH)

RMN 3C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH., 14): 29,5-29,8 (CH,, 3-12);
29,8 (CH,, 2); 32,1 (CHa, 13); 34,7 (CHy, 1); 115,4 (ArCH, 3'): 120,0 (ArC, 1°); 120,7
(ArCH, 5); 122,1 (ArCH, 4%); 1254 (ArCH, 2" e 6”); 129,4 (ArCH, 3’ e 5°); 132,2
(ArCH, 4); 137,2 (ArC, 17); 140,8 (ArC, 6'); 158,0 (ArC, 2'); 168,3 (ArCONHA).

Derivado N-Benzil-2-hidréxi-6-pentadecilbenzilamida (LDT645, 31)

Saélido branco

OH O Rendimento 77%

N Rt 0,25 (HeXgoyw:ACOEt200)
H/\© Ponto de fuséo: 85-87°C
CHa Formula molecular: CagHasNO,
Massa Molar: 437,657 g/mol

v (KBI') Vmax Cm_l: 3405 (VNH); 3152 (V:CH); 2917 (VasCHZ); 2849 (VSCHZ); 1609 (cho);
1533, 1466 (veec).

RMN *H (300 MHz, CDClg): 8 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,20-1,32 (m, 24H, 3-14);
1,53 (m, 2H, 2); 2,69 (t, J = 8,0 Hz, 2H, 1); 4,67 (d, J = 5,5 Hz, 2H, ArCONHCH,Ar);
6,01 (t, J = 4,9 Hz, 1H, ArCONHCH,Ar); 6,71 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 3'); 6,81 (d, J = 7,9
Hz, 1H, 5°); 7,20 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 4’); 7,30-7,37 (m, 5H, 2", 3", 4", 5" e 6”); 9,79 (sl,
ArOH).

RMN 2C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,8 (CHa, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
32,1 (CH,, 2): 32,2 (CHa, 13); 34,8 (CH>, 1); 44,4 (ArCONHCH,Ar): 115,3 (ArCH, 3");
118,8 (ArC, 1), 121,8 (ArCH, 5'); 128,1 (ArCH, 4”); 128,2 (ArCH, 2" e 6”); 129,1
(ArCH, 3" e 5"); 132,0 (ArCH, 4); 137,4 (ArC, 1”); 140,8 (ArC, 6'); 158,5 (ArC, 2');
169,9 (ArCONHCH,A).
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Derivado N-(2-Fenetil)-2-hidroxi-6-pentadecilbenzilamida (LDT647, 32)

Solido branco
OH O A/O Rendimento 98%
N Rt: 0,24 (HeXgow:ACOEt209)
; Ponto de fuséo: 72-75°C

CisHz
Formula molecular: C3oH4sNO»
Massa Molar: 451,684 g/mol

v (KBI’) Vmaéx cm'l: 3429 (VNH); 3326 (VOH); 2954 (V=CH); 2920 (VasCHZ); 2850 (VSCHZ);
1610 (ve=0); 1560, 1542, 1498, 1466 (vc-=c).

RMN *H (300 MHz, CDCl5): & 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,23-1,29 (m, 24H, 3-14);
1,42-1,52 (m, 2H, 2); 2,56 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 2,95 (t, J = 6,8 Hz, 2H,
ArCONHCH,CH.Ar); 3,78 (q, J = 6,4 Hz, 2H, ArCONHCH,CH,Ar); 6,02 (t, J = 5,2 Hz,
1H, ArCONHCH,CH>Ar); 6,69 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 3°); 6,79 (d, J =7,5 Hz, 1H 5’); 7,18
(t, J=7,9 Hz, 1H, 4’); 7,23-7,27 (m, 3H, 2", 4" e 6”); 7,31-7,36 (m, 2H, 3" e¢ 5”), 9,86
(sl, ArOH)

RMN 13C (75 MHz, CDCl): & 14,3 (CHs, 15); 22,8 (CHa, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
31,7 (CHz, 2): 32,1 (CHp, 13); 34,4 (CH, 1); 354 (ArCONHCH,CH,Ar): 41,1
(ArCONHCH,CH,Ar); 1152 (ArCH, 3'): 118,9 (ArC, 1'), 121,6 (ArCH, 5): 127,0
(ArCH, 4”); 128,8 (ArCH, 2” e 6”); 129,0 (ArCH, 3" e 5”); 131,9 (ArCH, 4’); 138,5
(ArC, 17); 140,6 (ArC, 6'); 158,5 (ArC, 2'); 170,2 (ArCONHCH,CH,A).

Derivado N-(3-Fenilpropil)-2-hidroxi-6-pentadecilbenzilamida (LDT649, 33)

Solido branco
OH O Rendimento 97%

N Rt 0,28 (HeXgow:ACOEt200,)

H/\/\© Ponto de fusao: 59-65°C
Crstan Foérmula molecular: C3;H47NO;
Massa Molar: 465,710 g/mol
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v (KBr) Vméx Cm-li 3288 (VNH); 3062 (V=CH); 2954 (VasCHS); 2922 (VaSCHZ); 2851 (VSCHZ);
1637 (veeo): 1583, 1560, 1471, 1457 (vec).

RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,27 (s, 24H, 3-14); 1,56-
1,66 (m, 2H, 2); 1,96 (qi, J = 7,5 Hz, 2H, ArCONHCH,CH,CH,Ar); 2,73 (m, 4H, CHo,
1 e ArCONHCH,CH,CH.Ar); 3,50 (g, J = 6,6 Hz, 2H, ArCONHCH,CH,CH,Ar); 6,06
(t, J = 5,7 Hz, 1H, ArCONHCH,CH,CH>Ar); 6,73 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 3’); 6,79 (d, J =
7,5 Hz, 1H, 5’); 7,17-7,22 (m, 4H, 4, 2", 4” e 6”); 7,27-7,32 (m, 2H, 3" e 5”); 9,66 (sl
ArOH).

RMN 2C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,8 (CHa, 14); 29,5-29,8 (CH,, 3-12);
31,2 (ArCONHCH,CH,CH,Ar); 32,0 (CH, 2); 321 (CH, 13); 335
(ArCONHCH,CH,CH,Ar): 34,6 (CHa, 1); 39,8 (ArCONHCH,CH,CH,Ar); 115,2 (ArCH,
3): 119,4 (ArC, 1°), 121,7 (ArCH, 5); 126,3 (ArCH, 4”); 128,5 (ArCH, 2" e 6”); 128,7
(ArCH, 3" e 5”); 131,8 (ArCH, 4’); 140,6 (ArC, 1”); 141,2 (ArC, 6); 158,1 (ArC, 2);
170,1 (ArCONHCH,CH,CH,AT).

Derivado 2-Met6xi-6-pentadecilbenzoato de fenila (LDT659, 34)

Solido branco

Rendimento 55%
OH O
| @ Rr: 0,61 (HeXgov: ACOEtz00)
© Ponto de fusdo: 35-38°C
CisH3p Formula molecular: CogH003

Massa Molar: 424,615 g/mol

v (KBF) Vmax cm'l: 3445 (VOH); 2924 (VasCHZ); 1688 (Vc:o); 1525 (chc).

RMN H (500 MHz, CDCls): & 0,90 (m, 3H, 15); 1,23-1,36 (m, 24H, 3-14); 1,70 (m,
2H, 12); 3,07 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1): 6,83 (d, J = 7,1 Hz, 1H, 3); 6,92 (d, J = 7,9 Hz,
1H, 5); 7,21-7,26 (m, 2H, 4 e 4”); 7,34-7,40 (m, 2H, 2" e 6"); 7,47-7,50 (m, 2H, 3" e
5”): 10,92 (s, ArOH).
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RMN *3C (125 MHz, CDCls): d 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,5-30,0 (CH,, 3-12);
32,1 (CHy, 2); 32,7 (CH>, 13); 37,1 (CH,, 1); 111,4 (ArC, 1'); 116,1 (ArCH, 3’); 121,8
(ArCH, 5'); 123,0 (ArCH, 4”); 126,6 (ArCH, 2" e 6”); 129,9 (ArCH, 3" e 5”); 135,1
(ArCH, 4°); 146,8 (ArC, 1”); 150,1 (ArC, 6'); 163,5 (ArC, 2); 170,5 (ArCOOAL).

5.2.11 Obtenc¢ao dos Derivados 2’-Metoxiésteres via Brometos de Aralquila

~ ~
O O Brometo de o (|J
| aralquila,
_— O
OH K,CO,, Acetona,
120°C, 18h
CqisHzp CisHa
n=1,2e3
LDT30

Y = O (LDT669, LDT671, LDT673)

Em um balédo (25 mL) foram adicionados 0,20 g do derivado LDT30 (20) (0,57
mmol), carbonato de potassio (2,00 eqv), brometo de aralquila correspondente (3,00
egv.) e acetona (8,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo, a temperatura de
120°C, por 18 horas. Em seguida, o solvente foi evaporado a pressao reduzida e o
residuo extraido com acetato de etila (3 x 10,0 mL). As fracdes organicas reunidas
foram lavadas com solucfes de HCI 10% (2 x 10,0 mL), saturada de cloreto de sodio
(10,0 mL) e secas com sulfato de sodio. Apds o solvente ser removido a pressao
reduzida, a mistura foi purificada em coluna cromatogréafica de gel de silica, eluida
em diferentes concentracdes de hexano e acetato de etila, fornecendo os derivados.

Derivado 2-Met6xi-6-pentadecilbenzoato de benzila (LDT669, 27)

Solido branco
Rendimento 64%
| Rt: 0,54 (HeXgow:ACOEt200,)
o Ponto de fuséo: 35-38°C
C15H© Férmula molecular: C3oHs403

Massa Molar: 452,669 g/mol



72

IV (KBF) vimax cm™®: 3065 (v=cp); 2917 (Vaschz); 2849 (vscrz): 1729 (ve-o); 1599, 1585,
1507,1497, 1471, 1458 (ve=c); 1269 (Vasc-o)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 0,91 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,29 (s, 24H, 3-14); 1,49-
1,54 (m, 2H, 12); 2,50 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 3,81 (s, 3H, ArOCHs); 5,39 (s, 2H,
ArCOOCH,AY); 6,76 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3'); 6,81 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,27 (t, J =
8,0 Hz, 1H, 47); 7,34-7,41 (m, 3H, 2°, 6", 4'); 7,46-7,48 (m, 2H, 3" e 5”).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): d 14,3 (CHs, 15); 22,8 (CH,, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
31,4 (CHy, 2); 32,1 (CH,, 13); 33,6 (CH,, 1); 55,9 (ArOCHs); 67,0 (ArCOOCH,Ar);
108,6 (ArCH, 3’); 121,7 (ArCH, 5'); 123,6 (ArC, 1'); 128,5 (ArCH, 4”); 128,6 (ArCH, 2
e 6”); 128,8 (ArCH, 3” e 5”); 130,4 (ArCH, 4’); 136,0 (ArC, 1”); 141,6 (ArC, 6’); 156,5
(ArC, 2°); 168,4 (ArCOOCHA).

Derivado 2-MetOxi-6-pentadecilbenzoato de 2-fenetila (LDT671, 28)

Sélido branco
~o o Rendimento 57%
| o R¢: 0,58 (HQXgo%IACOEtzo%)
Ponto de fusao: 28-32°C

Formula molecular: C31H4603
Massa Molar: 466,695 g/mol

IV (KBF) vimax cm™®: 3026 (v=cp): 2922 (Vaschz); 2848 (vscnz): 1733 (ve-o); 1580, 1497,
1468, 1458 (chc); 1271 (VasC—O)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,52-
1,54 (m, 2H, 12); 2,48 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,08 (t, J = 7,1 Hz, 2H,
ArCOOCH,CH,Ar): 3,79 (s, 3H, ArOCH3); 4,56 (t, J = 7,1 Hz, 2H, ArCOOCH,CH,A);
6,76 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 3'): 6,81 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,24-7,32 (m, 6H, 4, 2, 3",
4’5" e 6”).
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RMN C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
31,3 (CH,, 2); 32,1 (CH,, 13); 33,5 (CH,, 1); 35,2 (ArCOOCH,CH,Ar); 56,0 (ArOCHs);
65,7 (ArCOOCH,CH,Ar); 108,5 (ArCH, 3’); 121,6 (ArCH, 5'); 123,8 (ArC, 1’); 126,7
(ArCH, 4”); 128,6 (ArCH, 2" e 6”); 129,1 (ArCH, 3" e 5”); 130,3 (ArCH, 4’); 138,0 (ArC,
1”); 141,5 (ArC, 6); 156,5 (ArC, 2'); 168,6 (ArCOOCH,CH,AT).

Derivado 2-Met6xi-6-pentadecilbenzoato de 3-fenilpropila (LDT673, 29)

Solido branco
Rendimento 35%
| Rt 0,62 (HexXsoy:ACOEt209)
| Ponto de fuséo: 31-34°C
Cy5Hg; Formula molecular: C3oHagO3
Massa Molar: 480,722 g/mol

IV (KBF) vimax cm™®: 3029 (v=cp): 2917 (Vaschz); 2850 (vscnz): 1735 (ve-o); 1599, 1583,
1507, 1497, 1470 (ve=c); 1267 (Vasc-0)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 0,88-0,92 (m, 3H, 15); 1,26-1,27 (m, 24H, 3-14); 1,59-
1,64 (m, 2H, 12); 2,04-2,11 (m, 2H, ArCOOCH,CH,CH,Ar): 2,59 (t, J = 7,8 Hz, 2H,
2H, 1); 2,79 (t, J = 7,6 Hz, 2H, ArtCOOCH,CH,CH,Ar); 3,84 (s, 3H, ArOCHs3); 4,35-
4,39 (m, 2H, ArCOOCH,CH,CH,Ar): 6,79 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3'); 6,85 (d, J = 7,7 Hz,
1H, 5'); 7,19-7,33 (m, 6H, 2, 3", 4", 5", 6" e 4').

RMN 2C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHa, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3-12);
30,5 (ArCOOCH,CH,CH,Ar); 31,5 (CHs, 2); 321 (CH, 13); 32,3
(ArCOOCH,CH,CH,Ar); 33,7 (CH,, 1): 56,0 (ArOCHs): 64,5 (ArCOOCH,CH,CH,AI);
108,6 (ArCH, 3); 121,7 (ArCH, 5'); 124,0 (ArC, 1'); 126,2 (ArCH, 4”); 128,6 (ArCH, 2’
e 6”); 128,6 (ArCH, 3" e 5”); 130,3 (ArCH, 4): 138,0 (ArC, 17); 141,4 (ArC, 6'); 156,5
(ArC, 2'); 168,7 (ArCOOCH,CH,CH,AT).
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5.2.12 Obtencao dos Derivados 2’-hidréxiésteres LDT661 (35), LDT663 (36) e
LDT665 (37)

OH O
OH (‘) Brometo de ‘
aralquila,
—_— > (@]
NaHCO, Acetona,
120°C, 18h
CysHg; CisHa1
LDT11 n=12e3

Y = O (LDT661, LDT663, LDT665)

Em um baldo (25 mL) foram adicionados 0,20 g do derivado LDT11 (16) (0,57
mmol), bicarbonato de sédio (2,00 eqv), brometo de aralquila correspondente (3,00
eqv.) e acetona (8,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo, a temperatura de
120°C, por 18 horas. Em seguida, o solvente foi evaporado a pressao reduzida e o
residuo extraido com acetato de etila (3 x 10,0 mL). As fracbes organicas reunidas
foram lavadas com solucfes de HCI 10% (2 x 10,0 mL), saturada de cloreto de sodio
(10,0 mL) e seca com sulfato de sodio. Apds o solvente ser evaporado a pressao
reduzida, a mistura foi purificada em coluna cromatografica de gel de silica, eluida

em diferentes concentracfes de hexano e acetato de etila, fornecendo os derivados.

Derivado 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de benzila (LDT661, 35)

Sélido branco

OH O Rendimento 60%

| 0 R¢: 0,65 (HQXgo%IACOEtzo%)
@ Ponto de fuséo: 29-36°C
C1sHar Formula molecular: CogH4,03

Massa Molar: 438,642 g/mol

IV (KBr) vmax cm™: 3447 (Vow); 2924 (vascHz); 2853 (vsch2); 1661 (vc=0); 1455 (vc=c);
1248 (VasC_O).

RMN H (500 MHz, CDCl3): & 0,91 (m, 3H, 15); 1,10-1,42 (m, 26H, 2-14); 2,82-2,84
(m, 2H, 1); 5,40 (s, 2H, ArCOOCH,Ar); 6,70 (d, J = 7,1 Hz, 1H, 3'); 6,85 (d, J = 8,1
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Hz, 1H, 5'); 7,29 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 4”); 7,40-7,41 (m, 3H, 2”, 6”, 4’); 7,45 (m, 2H, 3" e
5”): 11,20 (s, ArOH).

RMN *3C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHj, 14); 29,5-30,0 (CH,, 3-12);
32,1 (CHa, 2); 32,6 (CH., 13); 36,9 (CH,, 1); 67,0 (ArCOOCH,Ar); 112,0 (ArC, 1°);
115,8 (ArCH, 3'); 122,6 (ArCH, 5'):128,9 (ArCH, 2” e 6”); 129,2 (ArCH, 3” e 5”); 134,4
(ArCH, 4’); 135,0 (ArC, 17); 146,5 (ArC, 6'); 162,9 (ArC, 2); 171,6 (ArCOOCH,AT).

Derivado 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de 2-fenetila (LDT663, 36)

Sélido branco

Rendimento 71%
oH @ Ry: 0,64 (HeXsou:ACOEt200)
0 Ponto de fusao: 25-27°C

Formula molecular: C3gH4403
Massa Molar: 452,669 g/mol

CisHag

IV (KBF) viax cM™: 3446 (vor); 2923 (Vascrs); 2852 (vscia): 1660 (vewo); 1576, 1497,
1449 (vc=c); 1248 (Vasc-0)-

RMN *H (500 MHz, CDCl): & 0,91 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,28 (s, 24H, 3-14); 1,49
(sl, 2H, 2): 2,83 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1); 3,13 (t, J = 7,0 Hz, 2H, ArCOOCH,CH,Ar); 4,63
(t, J = 7,1 Hz, 2H, ArCOOCH,CH-Ar): 6,72 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 3'); 6,85 (d, J = 7,6 Hz,
1H, 5'); 7,28-7,29 (m, 4H, 4, 2”, 4’ € 6”); 7,33-7,35 (m, 2H, 3" & 5").

RMN 3C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14); 29,5-30,0 (CH,, 3-12);
32,1 (CHa, 2); 32,2 (CH,, 13); 35,1 (CH,, 1); 36,6 (ArCOOCH,CH,Ar); 66,2
(ArCOOCH,CH-Ar); 112,1 (ArC, 1°); 115,8 (ArCH, 3'); 122,5 (ArCH, 5'); 127,0 (ArCH,
4”); 128,9 (ArCH, 2” e 6”); 128,9 (ArCH, 3” e 5%); 134,3 (ArCH, 4’); 137,3 (ArC, 1”);
146,4 (ArC, 6); 162,8 (ArC, 2°); 171,6 (ArCOOCH,CH,A).
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Derivado 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de 3-fenilpropila (LDT665, 37)

Sadlido branco

OH O Rendimento 77%
| o R¢: 0,64 (HeXgow:ACOEt204,)
W Ponto de fusao: 35-38°C
CisHar Formula molecular: C31Ha603

Massa Molar: 466,695 g/mol

v (KBr) Vmaéax thl: 3424 (VOH); 2951 (VasCHZ); 2918 (VasCHZ); 2850 (VSCHQ); 1661 (Vc:o);
1450 (chc); 1247 (VasC-O)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 0,91 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,28-1,33 (m, 24H, 3-14);
1,60 (qi, J = 7,5 Hz, 2H, 2); 2,11-2,20 (m, 2H, ArCOOCH,CH,CH,Ar); 2,81 (t, J = 7,6
Hz, 2H, 2H, 1): 2,96 (t, J = 7,7 Hz, 2H, ArCOOCH,CH,CH,Ar); 4,42 (t, J = 6,6 Hz,
2H, ArCOOCH,CH,CH,Ar); 6,74-6,76 (m, 1H, 3'); 6,85-6,88 (m, 1H, 5'); 7,21-7,26
(m, 3H, 2°, 4” € 6”); 7,29-7,35 (m, 3H, 3”, 5" e 4); 11,24 (s, ArOH).

RMN 2C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHa, 14); 29,5-30,1 (CH,, 3-12);
30,3 (ArCOOCH,CH,CH,Ar); 32,1 (CHs, 2); 324 (CHy, 13); 326
(ArCOOCH,CH,CH,A); 36,8 (CH,, 1); 65,3 (ArCOOCH,CH,CH,Ar): 112,2 (ArC, 1);
115,8 (ArCH, 3); 122,5 (ArCH, 5'); 126,4 (ArCH, 4’): 128,5 (ArCH, 2” e 6”); 128,7
(ArCH, 3" e 5”); 134,3 (ArCH, 4’); 140,9 (ArC, 1”); 146,2 (ArC, 6); 162,9 (ArC, 2');
171,9 (ArCOOCH,CH,A).

5.2.13 Obtencéo dos Derivados Amidas e Esteres: 2’-acetoxissubstituidos
O

o o P
AcCl, TEA o o
Y C 8h
DCM, t.a., 1 %
CisHy
n=012e3 CisHz

Y =NH (LDT82, LDT645, LDT647, LDT649) Y =NH (LDT675, LDT677, LDT679, LDT681)
Y = O (LDT659, LDT661, LDT663, LDT665) Y = O (LDT683, LDT685, LDT687, LDT689)



77

Em um baldo (25 mL) foram adicionados 0,20 g do derivado hidroxilado, TEA
(2,5 eqv.), cloreto de acetila (1,5 eqv.) e diclorometano seco (6,0 mL). O sistema
reacional permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 18
horas. Apos esse periodo, a mistura foi extraida com acetato de etila (3 x 10,0 mL),
e a fase orgéanica reunida lavada com solu¢des de bicarbonato de sodio 5% (3 x 10,0
mL), solucdo de HCI 10% (2 x 10,0 mL), saturada de cloreto de sédio (10,0 mL), e
seca com sulfato de sédio. Apos remocao do solvente a pressao reduzida, o residuo
foi purificado em coluna cromatografica de gel de silica, eluida em mistura de

hexano e acetato de etila em diferentes concentracdes, fornecendo os derivados.

Derivado Acetato de 3-Pentadecil-2-(fenillcarbamoil)fenila (LDT675, 38)

o Saélido branco

/Mo . Rendimento 75%
| /O Rt 0,33 (HeXgow:ACOEt200)
H Ponto de fusdo: 44-47°C
CysHay Formula molecular: C3gH43NO3

Massa Molar: 465,667 g/mol

v (KBI’) Vmax cm'l: 3255 (VNH); 2958 (VasCHZ); 2919 (VasCHZ); 2848 (VSCHZ); 1761 (Vc:o);
1528, 1499 (ve-c): 1214 (Vasc-o)-

RMN *H (500 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,22-1,33 (m, 24H, 3-14);
1,64-1,68 (M, 2H, 2); 2,22 (s, 3H, ArOCOCHa); 2,73 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1): 6,95 (d, J =
8,1 Hz, 1H, 3"); 7,17-7,20 (m, 2H, 5’ e 4”); 7,37 (t, J = 7,8 Hz, 3H, 2", 6" e 4’); 7,50 (s,
1H, ArCONHATr): 7,57 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 3" e 5%).

RMN '3C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 21,1 (ArOCOCHs); 22,9 (CH,, 14);
29,5-29,9 (CH,, 3-12); 31,5 (CH,, 2): 32,1 (CH,, 13): 33,2 (CH,, 1): 119,9 (ArCH, 3);
120,2 (ArCH, 5’ ); 124,9 (ArCH, 4”); 127,6 (ArCH, 2’ e 6°); 129,4 (ArCH, 3" e 5");
130,4 (ArCH, 4'); 130,8 (ArC, 1'); 137,86 (ArC, 1”); 142,6 (ArC, 6); 147,1 (ArCH, 2);
164,7 (ArOCOCHs): 171,1 (ArCONHA).
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Derivado Acetato de 2-(Benzilcarbamoil)-3-pentadecilfenila (LDT677, 39)

Solido branco
/L Rendimento 85%
O O Rs: 0,28 (HeX80%:ACOEt20%)

N Ponto de fusao: 73-76°C
H Formula molecular: C31H4sNO3
CisHzp
Massa Molar: 479,694 g/mol

v (KBI’) Vmax cm'l: 3395 (VNH); 2956 (VasCHS); 2918 (VasCHz); 2850 (VSCHZ); 1768 (Vc:o);
1527, 1458, (ve=c); 1208 (Vasc-o).

RMN H (500 MHz, CDCls): & 0,89 (m, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,56-1,62 (m,
2H, 2): 1,98-1,99 (m, 3H, ArOCOCHs); 2,63-2,66 (m, 2H, 1); 4,57-4,58 (m, 2H,
ArCONHCH,AI); 6,14 (sl, AACCONHCH,CH,Ar); 6,87 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 3'); 7,12 (d, J
= 7,6 Hz, 1H, 5); 7,27-7,30 (m, 3H, 2" e 6”); 7,35-7,36 (m, 4H, 4, 3", 4" e 5”).

RMN *3C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 20,7 (ArOCOCHs); 22,9 (CH,, 14);
29,5-29,9 (CH,, 3-12); 31,6 (CH,, 2); 32,1 (CH, 13); 33,3 (CH, 1); 43,9
(ArCONHCH,Ar); 120,0 (ArCH, 3’); 127,3 (ArCH, 5'), 127,8 (ArCH, 4”); 128,4 (ArCH,
2" e 67); 129,0 (ArCH, 3” e 5”); 130,0 (ArCH, 4); 130,5 (ArC, 1'); 138,3 (ArC, 17);
142,3 (ArC, 6); 147,1 (ArC, 2’); 166,5 (ArOCOCH;); 170,7 (ArCONHCHA).

Derivado Acetato de 2-(Fenetilcarbamoil)-3-pentadecilfenila (LDT679, 40)

') Sélido branco
/M Rendimento 73%
@) O
A/@ R¢: 0,36 (HeX8o%:ACOEt20%)
N
H Ponto de fusdo: 53-65°C
CisH3 Formula molecular: Cs,Hs7NO3

Massa Molar: 493,720 g/mol

v (KBI’) Vmax cm'lz 3287 (VNH); 2921 (VasCHZ); 2851 (VSCHZ); 1767 (Vc:o); 1640 (cho);
1549, 1458 (chc); 1193 (VasC-O)-
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RMN *H (500 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, J = 6,9 Hz, 3H, 15); 1,26-1,20 (m, 24H, 3-14);
1,55-1,58 (m, 2H, 2); 2,21 (s, 3H, ArOCOCHs); 2,58 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 2,89 (t, J =
7,2 Hz, 2H, ArCONHCH.CH.Ar): 3,69 (g, J = 6,7 Hz, 2H, ArCONHCH.,CH,Ar): 5,82
(t, J = 5,7 Hz, 1H, ArtCONHCH,CH,Ar); 6,88 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 3"); 7,11 (d, J = 7,7
Hz, 1H, 5'); 7,23-7,25 (m, 3H, 4, 2" e 6”); 7,30-7,33 (m, 3H, 3, 4" e 5").

RMN 3C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 21,0 (ArOCOCH3); 22,8 (CH,, 14);
29,5-29,8 (CH,, 3-12); 31,5 (CH» 2); 32,1 (CH,, 13); 33,1 (CH, 1); 359
(ArCONHCH,CH,Ar); 40,9 (ArCONHCH,CH,Ar); 120,0 (ArCH, 3); 126,8 (ArCH, 5'),
127,2 (ArCH, 4”); 128,7 (ArCH, 2’ e 6”); 128,9 (ArCH, 3" e 5”); 129,9 (ArCH, 4);
130,8 (ArC, 1); 138,5 (ArC, 1”); 142,1 (ArC, 6); 147,1 (ArC, 2'); 166,7 (ArOCOCHj);
170,5 (ArCONHCH,CH,A).

Derivado Acetato de 2-(3-fenilpropilcarbamoil)-3-pentadecilfenila (LDT681, 41)

o) Solido branco
/Lo 0 Rendimento 80%
N R¢: 0,36 (HeXgos:ACOEt200)
H/\A© Ponto de fuséo: 61-66°C
CigHas Formula molecular: C33HigNO3
Massa Molar: 507,747 g/mol

IV (KBF) v €M™ 3273 (i) 2920 (Vasciz): 2848 (vscra): 1645 (vewo); 1542, 1458
(ve=c); 1211 (Vasc-0).

RMN *H (300 MHz, CDCls): 8 0,90 (t, J = 7,5 Hz, 3H, 15); 1,27 (s, 24H, 3-14); 1,57-
1,64 (m, 2H, 2): 1,90 (gi, J = 8,2 Hz, 2H, ArCONHCH,CH,CH,Ar): 2,25 (s, 3H,
ArOCOCHs); 2,62-2,73 (m, 4H, 1 e ArCONHCH,CH,CH,Ar); 3,44 (q, J = 6,0 Hz, 2H,
ArCONHCH,CH,CH,Ar); 5,85 (t, J = 6,0 Hz, 1H, ArCONHCH,CH,CH-Ar); 6,90 (d, J
= 6,0 Hz, 1H, 3'); 7,13 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 5'); 7,19-7,23 (m, 3H, 4’, 2 e 6”); 7,28-7,34
(m, 3H, 3", 4" e 5).
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RMN *3C (75 MHz, CDCl5): & 14,2 (CHs, 15); 21,1 (ArOCOCHs3); 22,8 (CH,, 14); 29,5-
29,8 (CH,, 3-12); 31,5 (ArCONHCH,CH,CH,Ar); 31,6 (CH,, 2); 32,1 (CH,, 13); 33,2
(ArCONHCH,CH,CH,Ar); 33,3 (CH,, 1); 39,4 (ArCONHCH,CH,CHAr); 120,0 (ArCH,
3'); 126,2 (ArCH, 5'), 127,2 (ArCH, 4”); 128,5 (ArCH, 2" e 6”); 128,6 (ArCH, 3" e 5”);
129,9 (ArCH, 4’); 130,9 (ArC, 1'); 141,2 (ArC, 1”); 142,1 (ArC, 6’); 147,1 (ArC, 2°);
166,7 (ArOCOCHS,); 170,5 (ArCONHCH,CH,CH,AY).

Derivado 2-(Acetdxi)-6-pentadecilbenzoato de fenila (LDT683, 42)

Sélido branco

(@]
I Rendimento 76%
o 9 @ Ry 0,48 (Hexsow:ACOEtaom)
@) Ponto de fusao: 48-52°C

Formula molecular: C3gH4204
Massa Molar: 466,652 g/mol

CisH31

v (KBI’) Vmax cm'l: 2954 (VasCHZ); 2921 (VasCHZ); 2848 (VSCHZ); 1763 (cho); 1589, 1468
(ve=c); 1212 (Vasc-o)-

RMN *H (500 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,25-1,39 (m, 24H, 3-14);
1,67-1,70 (qi, J = 7,7 Hz, 2H, 2); 2,29 (s, 3H, ArOCOCHs). 2,83 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1);
7,06 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 3'); 7,21 (m, 3H, 5’ € 2" e 6”); 7,30 (m, 1H, 4°); 7,42-7,47 (m,
3H, 3", 4" e 5").

RMN **C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 21,1 (ArOCOCHs); 22,9 (CH,, 14);
29,5-29,9 (CH,, 3-12); 31,7 (CHy, 2); 32,1 (CH,, 13); 34,1 (CH,, 1); 120,6 (ArCH, 3’);
121,5 (ArCH, 5'); 125,5 (ArC, 1'); 126,3 (ArCH, 4”); 127,6 (ArCH, 2” e 6”); 129,8
(ArCH, 3” e 5”); 131,3 (ArCH, 4’); 143,5 (ArC, 1”); 148,6 (ArC, 6'); 150,7 (ArC, 2');
165,3 (ArOCOCHs); 169,3 (ArCOOAX).
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Derivado 2-(Acetdxi)-6-pentadecilbenzoato de benzila (LDT685, 43)

0 Sélido branco
)\o Rendimento 88%
Rt: 0,34 (HeXgoy:ACOEt;109)
Ponto de fusao: 37-43°C
C1sHa1 Férmula molecular: C3;H4404
Massa Molar: 480,679 g/mol

—0O

IV (KBF) vimax M™% 2915 (vascrz); 2850 (vschz): 1727 (veo); 1580, 1472 (veec); 1269

(VasC-O)-

RMN H (500 MHz, CDCls): & 0,89 (m, 3H, 15); 1,23-1,27 (m, 24H, 3-14); 1,51-1,52
(m, 2H, 12); 1,99 (s, 3H, ArOCOCHs); 2,61-2,65 (m, 2H, 1); 5,35 (s, 2H,
ArCOOCH,AT); 6,96 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 3'); 7,11 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,33-7,41 (m,
4H, 4, 2", 4” e 6"); 7,45-7,46 (m, 2H, 3" e 57);

RMN *3C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 20,7 (ArOCOCHs) 22,9 (CH,, 14);
29,5-29.9 (CH,, 3-12); 31,6 (CH,, 2); 32,1 (CH, 13); 33,9 (CH,, 1); 67,2
(ArCOOCH,Ar); 120,4 (ArCH, 3’); 126,3 (ArC, 1°); 127,3 (ArCH, 5); 128,7 (ArCH, 4”)
e 128,8 (ArCH, 2” e 6”); 129,0 (ArCH, 3" e 5”); 130,6 (ArCH, 4’); 135,6 (ArC, 17);
143,0 (ArC, 6); 148,1 (ArC, 2’) 166,7 (ArOCOCHs3); 169,2 (ArCOOCH,AT).

Derivado 2-(Acetdxi)-6-pentadecilbenzoato de 2-fenetila (LDT687, 44)

Soélido branco

J\ Rendimento 77%
@) ? A/@ R¢: 0,50 (HeXgow: ACOEt200)
o Ponto de fusao: 25-28°C

Formula molecular: C35H4604
Massa Molar: 494,705 g/mol
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v (KBr) Vmax Cm-li 2921 (VasCHZ); 2851 (VSCHZ); 1762 (cho); 1726 (cho); 1458 (chc);
1270 (VasC-O).

RMN *H (300 MHz, CDClg): & 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,26-1,32 (s, 29H, 3-14);
1,51-1,54 (m, 2H, 12); 2,17 (s, 3H, ArOCOCHS3): 2,60 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,05 (t, J
= 7,1 Hz, 2H, ArtCOOCH,CH,Ar); 4,52 (t, J = 7,2 Hz, 2H, ArCOOCH,CH,Ar); 6,98 (d,
J=8,0Hz, 1H, 3); 7,11 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 5'); 7,25-7,38 (m, 6H, 4’, 2" , 3", 4", 5"
6").

RMN 3C (75 MHz, CDClg): & 14,3 (CHs, 15); 20,9 (ArOCOCHs); 22,9 (CH,, 14); 29,5-
29,9 (CH,, 3-12); 31,4 (CH, 2); 32,1 (CH, 13); 33,8 (CHp 1) 3572
(ArCOOCH,CH,Ar); 66,1 (ArCOOCH,CH,Ar); 120,4 (ArCH, 3'); 126,5 (ArC, 1);
126,9 (ArCH, 5'); 127,2 (ArCH, 4”); 128,8 (ArCH, 2’ e 6”); 129,1 (ArCH, 3’ e 5°);
130,6 (ArCH, 4’); 137,6 (ArC, 17); 142,8 (ArC, 6'); 148,1(ArC, 2); 166,9 (ArOCOCHs3);
169,1 (ArCOOCH,CH,A).

Derivado 2-(Acetoxi)-6-pentadecilbenzoato de 3-fenilpropila (LDT689, 45)

o Liquido transparente

| . o
)\o o Rendimento 61%
| Rr: 0,50 (HeXsow:ACOEta00,)

O p
W\O Formula molecular: C33Hsg04

31 Massa Molar: 508,732 g/mol

v (KBr) Vmax Cm_li 3028 (V=CH); 2924 (VasCHZ); 2854 (VSCHZ); 1731 (cho); 1456 (chc);
1269 (vasc-o)-

RMN H (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 7,5 Hz, 3H, CHa, 15); 1,26-1,27 (m, 29H,
CH,, 3-14); 1,56-1,66 (m, 2H, 12); 2,06 (qi, J = 7,1 Hz, 2H, ArCOOCH,CH,CH,A);
2,25 (s, 3H, ArOCOCHs); 2,66-2,78 (m, 4H, 1, ArCOOCH,CH,CH,Ar); 4,33 (t, J = 6,5
Hz, 2H, ArCOOCH,CH,CH,Ar); 6,99 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 3'); 7,14 (d, J = 7,6 Hz, 1H,
5'); 7,19-7,23 (m, 3H, 2", 4" e 6"); 7,27-7,30 (m, 2H, 3" e 5); 7,34-7,39 (m, 1H, 4.
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RMN *3C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 21,0 (ArOCOCHs3) 22,9 (CH,, 14); 29,5-
29,8 (CH,, 3-12); 30,5 (ArCOOCH,CH,CH-Ar); 31,6 (CHy, 2); 32,1 (CH,, 13); 32,3
(ArCOOCH,CH,CH,Ar); 34,0 (CHy, 1); 64,9 (ArCOOCH,CH,CH-Ar); 120,4 (ArCH,
3'); 126,3 (ArCH, 5); 126,7 (ArC, 1); 127,3 (ArCH, 4”); 128,6 (ArCH, 2” e 6”); 128,7
(ArCH, 3” e 5”); 130,6 (ArCH, 4’); 141,1 (ArC, 1”); 142,7 (ArC, 6’); 148,2 (ArC, 2');
167,0 (ArOCOCHs); 169,1 (ArCOOCH,CH,CH,Ar).

5.2.14 Avaliacéo bioldgica frente a enzima p300

Os procedimentos de sintese, purificacdo e caracterizacdo foram realizados
de acordo com os protocolos do SGC [68]. Os compostos foram testados em trés
diferentes concentracoes (10, 30 e 100 pM) e o ensaio foi baseado em
radioatividade. O ensaio de avaliacdo da inibicAo enziméatica da histona
acetiltransferase p300 foi realizado com 10 nM de p300, 2 uM da histona H3 (1-25) e
2,5 UM >H-AcetylCoA em 50 mM de Hepes pH 7,5, 0,2 mM de EDTA e 0,01% de

Triton, com 90 minutos de incubacao a temperatura ambiente.

5.2.15 Avaliacéo biolégica frente a PPAR-a e PPAR-y

As células do rim embrionario humano HEK293 foram mantidas em DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino. A transfeccéo foi realizada com 10%
de soro fetal bovino tratado com carvao ativo utilizando fosfato de céalcio em 96
pocos. O plasmideo (150 ng por poco) incluiu 50 ng do repoérter UAS-luc , 20 ng de
B-galactosidase, 15 ng do receptor nuclear (GAL4-hPPARa e GAL4-hPPARYy) e
pGEM. Os compostos foram acrescentados apos 6-8 horas da transfeccdo. As
células foram testadas apds 14-16 horas quanto a atividade de luciferase e -

galactosidase.
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Figura 13: Derivados-alvo sintetizados a partir do acido anacérdico

Fonte: Préprio autor
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

As rotas sintéticas para obtencdo dos derivados-alvo se basearam em
metodologias sintéticas classicas, em condi¢cdes experimentais que variaram de
acordo com a necessidade do experimento (a temperatura ambiente, sob refluxo e
radiacdo micro-ondas). Os compostos foram caracterizados por meio de espectros
na regido do infravermelho (IV), bem como espectros de RMN H e ®C. As
caracteristicas fisico-quimicas PSA, logS, logP, logD e pKa foram calculadas no
programa Percepta/ACD Labs, versao 2014.

6.1.1 Série dos Derivados 2-Acetoxi, hidroxi e metoxiacidos ou metil ésteres

AN
O O

| o2 R=H CH, COCH,
Z=H,CH,
CisHa1

A mistura de acidos anacardicos (1) foi obtida por meio de extracao a partir do
LCC natural, segundo metodologia de quelacao com hidréxido de calcio [39, 42], em
rendimento de 70% como um O6leo castanho claro. Embora ndo tenha sido
submetida a caracterizacdo por métodos espectroscopicos, a mistura foi
caracterizada por CCD apresentando Unica mancha azulada com Rf 0,48
(Hex:AcOEt 20%). A metodologia se mostrou eficiente e limpa: eficiente devido a
habilidade da subunidade salicilica — exclusiva dos acidos anacardicos dentre os
compostos do LCC — de formar quelatos com ions metalicos divalentes; e limpa em
detrimento da técnica anteriormente realizada, a qual se baseava na precipitacéo

com hidréxido de chumbo.
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OH O OH O
| H,, Pd/C |
OH ———> OH
EtOH
CygH31n CisHag
LDT11 (16)

A sintese dos derivados da série se deu a partir da hidrogenacao catalitica da
mistura de acidos anacardicos. Apds purificacdo por recristalizagdo em hexano, o
derivado saturado LDT11 (16) foi obtido em rendimento de 70%, como um soélido
branco floculoso. 16 foi caracterizado por meio da mudanca de estado fisico e ponto
de fusdo compativel com a literatura (81-84°C). Na analise espectroscépica por RMN
0s sinais caracteristicos de 16 foram evidenciados por deslocamentos quimicos
referente ao grupo metila em 0,89 ppm (RMN *H, Anexo 2, pag. 124) e 14,3 ppm
(RMN 3C, Anexo 3, pag. 124). Os sinais entre 6,89 e 7,37 ppm no espectro de RMN
'H demonstram a presenca do anel aromaético, corroborado pelos deslocamentos
quimicos entre 110,6 a 163,8 ppm no espectro de RMN **C. A cadeia alquilica esta
relacionada aos sinais entre 1,26 a 3,00 ppm nos espectros de hidrogénio; e 22,9 a
36,7 ppm nos espectros de carbono-13. O grupo carboxila foi identificado por
deslocamento quimico em 176,5 ppm (RMN *C) e pela presenca de absorcdo em
1610 cm™ no Infravermelho. A absorcdo em 3326 cm™ no espectro no IV (Anexo 1,
pag. 123) foi atribuida as hidroxilas do fenol e do acido carboxilico corroborou para a

caracterizacao do derivado LDT11.

i
OH ©O )\o o

| Ac,0, H,PO, |

OH —M > OH
MO, Pot. 270 W,
3x1'

CisHay CysHgp

LDT11 (16) LDT13 (17)

O derivado 16 foi submetido a reacdo de acetilagdo com anidrido acético e
acido fosférico como catalisador sob radiagdo micro-ondas em forno doméstico.
Apos purificagdo em coluna de gel de silica eluida em mistura de hexano e acetato
de etila em diferentes concentra¢gbes, LDT13 (17) foi obtido como sélido branco,
caracterizado em CCD como uma unica mancha com Rf 0,20 (Hex: AcOEt 20%) em
rendimento de 76%. A presenca do grupo acetila foi evidenciada pelos sinais em

2,30 ppm (metila) e 169,6 ppm (carbonila) nos espectros de RMN *H (Anexo 5, pag.
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127) e RMN *3C (Anexo 6, pag. 128). Dois assinalamentos em 1763 cm™ e 1701 cm’
! em seu espectro no infravermelho (Anexo 4, pag. 126) demonstram a presenca de
duas carbonilas referentes aos grupos acetila e carboxila, 0 que contribuiu para a

caracterizacao do derivado 17.

OH O S0 o
| oH CH,l, K,CO4 | O/
Acetona, 120°C
18h
C15H31 C15H31
LDT11 (16) LDT28 (18)

A partir de LDT11 também foi obtido o derivado LDT28 (18), por meio da
reacdo de dimetilacdo com iodeto de metila e carbonato de potassio em acetona, a
temperatura de 120°C e resfriamento do condensador em circulador a -8°C. O
LDT28 foi purificado em coluna cromatogréfica eluida em diferentes concentracdes
de hexano/acetato de etila e obtido em rendimento de 97%, como um sélido branco
de baixo ponto de fusdo (32-33°C) e Rf 0,40 (Hex:AcOEt 10%). Na analise
espectroscopica, 18 apresentou deslocamentos quimicos como simpletos em 3,82
ppm e 3,91 ppm no espectro de RMN *H (Anexo 8, pag. 130) evidenciam a presenca
das metilas (metoxila e éster metilico), a qual foi confirmada pelos sinais em 52,2
ppm e 56,0 ppm do espectro de RMN *C (Anexo 9, pag. 131). O espectro na regido
do infravermelho (Anexo 7, pag. 129) apresentou banda em 1732 cm™ referente ao
estiramento do grupo carbometoxila, o que corroborou para a caracterizacdo do
éster metilico LDT28.

~ o |O ~ o |O
O/ t-BuOK, DMSO OH
I)ta., 2h, 1) 40°C 6h
CisHaz1 CisH3z1
LDT28 (18) LDT30 (20)

De posse do derivado LDT28 (18), este foi submetido a reacdo de hidrolise,
na presenca de tert-butoxido de potassio e DMSO, sob aquecimento de 40°C em
banho de o6leo por 18 horas [46]. O derivado LDT30 (20) foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica e obtido como um sdélido branco em rendimento de
98%. A conversao reacional de 18 para 20 foi evidenciada na mudanca de Rf (0,28
Hex:AcOEt 20%) em CCD e ponto de fusdo (74-77°C). O grupo funcional &acido

carboxilico foi evidenciado pela auséncia de sinais correspondentes a metila do
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éster em 3,91 ppm e 52,2 ppm em seus espectros de RMN *H (Anexo 11, pag. 133)
e RMN *3C (Anexo 12, pag. 134). Adicionalmente, o espectro na regido do
infravermelho (Anexo 10, pag. 132) apresentou sinal em 3265 cm™ e 1715 cm™
referentes ao grupo hidroxila e carboxila da subunidade acida, o que contribuiu para

a caracterizagéo do composto 20.

OH (|) OH |O
H,SO,, MeOH
oOH — " » o
refluxo, 18h
C:15H31 ClSHSl
LDT11 (16) LDT29 (19)

Partindo novamente do derivado LDT11 (16), este foi submetido a reacdo de
esterificacdo por meio de catdlise &cida com acido sulfarico, em metanol, sob
refluxo. Apos purificacdo em coluna cromatogréfica, o derivado LDT29 (19) foi obtido
em rendimento de 86%, como um soélido branco com ponto de fusédo entre 37 e
40°C. Foi caracterizado em CCD como uma uUnica mancha (Rf 0,60 Hex:AcOEt
20%). Este composto apresentou em seus espectros de RMN 'H (Anexo 14, pag.
136) e RMN 3C (Anexo 15, pag. 137) sinais em 3,96 ppm e 52,3 ppm,
respectivamente, caracteristicos para a metila do éster. Na avaliacdo do seu
espectro no infravermelho (Anexo 13, pag. 135), a presenca de assinalamentos em
1250 cm™ e 1203 cm™ referentes ao estiramento C-O, e em 1663 cm™ referente &
carbonila. A hidroxila fendlica de 19 foi caracterizada como simpleto em 11,13 ppm
em RMN *H, caracteristico de ligacdo de hidrogénio intramolecular e absorcéo em

3433 cm™ no infravermelho.

i
OH (|) )\o (|)
AcCl, TEA,
O/ c O/
DCM, t.a., 24h
CysHag CisHay
LDT29 (19) LDT208 (21)

De posse do derivado LDT29 (19), este foi submetido a reacao de acetilagéo
com cloreto de acetila, na presenca de TEA, a temperatura ambiente. Apds 24 horas
de reacédo e seguinte purificacdo, o derivado LDT208 (21) foi obtido em rendimento
de 58% como um sdlido branco. Na analise espectroscopica, 0 composto

apresentou deslocamentos referentes a metila do grupo acetila em 2,26 ppm e 20,9
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ppm em seus espectros de RMN 'H (Anexo 17, pag. 139) e RMN **C (Anexo 18,
pag. 140). O grupo acetil foi confirmado pela presenca de sinal em 167,3 ppm no
espectro de RMN *C correspondente & carbonila. A presenca das bandas em 1731
cm?, 1368 cm™ e 1246 cm™ no espectro no infravermelho (Anexo 16, pag, 138),
correspondentes a carbonila, a metila e ao estiramento C-O, corrobora a
caracterizacao do derivado 21.

O resumo dos principais sinais que caracterizaram os compostos LDT11(16),
LDT13 (17), LDT28 (18), LDT29 (19), LDT30 (20) e LDT208 (21) em seus espectros

de RMN *H e RMN 3C estao dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 — Principais deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN *3C e no infravermelho (IV) para a
caracterizacdo da série dos derivados 2-acetdxi, hidroxi e metoxiacidos ou metilésteres

RMN *H/ RMN **C (ppm, CDCly)

RMN — Grupos LDT11 LDT13  LDT28  LDT29 LDT30  LDT208

(16) (17) (18) (19) (20) (21)
H 6,89-7,37 7,01-7,41 6,76-7,27 6,73-7,31 6,81-7,34 6,97-7,35
156 Ar 110,6- 120,8- 108,5- 112,0- 108,8- 120,4-
163,8 148,8 156,4 162,8 156,8 148,3

H CisHay 0,89-3,00 0,89-2,81 0,89-2,55 0,89-2,89 0,89-2,73 0,89-2,67
B¢ (1-15) 14,3-36,7 14,3-34,1 14,2-33,6 14,2-36,8 14,3-33,9 14,2-34,9
'H ArCOOH / - - - - - -
Bc  ArCOOCH; 1765 172,1 169,1 172,1 173,0 169,2
H -- -- 3,91 3,96 -- 3,87
i ArCOOCH,

C - - 52,2 52,3 - 52,3
H - - 3,82 - 3,89 -
13 Aro%3

C - - 56,0 - 56,2 --

N
T
1
1
N
w
o
1
1
1
1
1
1
N
N
[op)

ArOCOCHs

[N
w
(@)
1
1
N
e
(@]
1
1
1
1
1
1
N
o
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‘ R =H, CH;, COCH,
H n=0,1,2e3
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Os estudos iniciais visando a sintese das 2’-hidroxiamidas foi realizado
utilizando benzotriazol de acordo com a referéncia 51. Os testes com o derivado
LDT11 (16) apresentaram conversao incompleta, formacdo de misturas complexas
de dificil purificacdo e baixos rendimentos. Em seguida, foi adaptada a metodologia
de formacdo do anidrido misto com cloreto de mesila visando sintese de 2'-
metdxiamidas a partir do derivado LDT30. A nova estratégia apresentou as mesmas
caracteristicas de complexidade e baixos rendimentos. Finalmente, a sintese das 2’-
metoxiamidas foi realizada de forma bem-sucedida por meio da formacdo do

intermediario cloreto de acido.

S0 o ~o0 o
| ) SOCl,, DMF, |
OH hexano, refluxo, 2h N 5
1) Amina, TEA, H
DCM, 35 ou 40 °C,
CisHay Lon CisHa1
n=0,1,2e3
LDT30 (20)

LDT651 (22), LDT653 (23),
LDT655 (24), LDT657 (25)

A sintese da série das amidas se deu a partir da reagdo do LDT30 (20) com
SOCl, e DMF para a formacdo do cloreto de acido intermediario, segundo
metodologia realizada por Chandregowda et al [46]. Em seguida, este reagiu com a
amina correspondente para formacdo das 2’-metdéxiamidas (LDT651, LDT653,
LDT655 e LDT657), que variaram quanto ao numero de espacadores metilénicos
entre o grupo funcional e o anel aromatico (0, 1, 2 ou 3, respectivamente). As
amidas-alvo foram obtidas em rendimentos que variaram de 71% a 96% como
sélidos brancos. Em CCD, cada composto se apresentou como Unica mancha com
Rfs muito préximos entre si. Esses compostos foram caracterizados por
assinalamentos caracteristicos referentes a metoxila, aos anéis aromaticos e aos
espacadores. Nos espectros de RMN *H (Anexos 20, 23, 26 e 29, pags. 142, 145,
148 e 151), os grupos metoxila foram evidenciados pelos sinais entre 3,70 e 3,83
ppm, 0S anéis aromaticos entre 6,74 e 7,63 ppm e 0S grupos metilenos — nas
aralquilamidas — entre 1,95 e 4,67 ppm. Nos espectros de RMN *3C (Anexo 21, 24,
27 e 30, pags. 143, 146, 149 e 152), tais subunidades foram confirmadas pelos
assinalamentos entre 55,7 e 56,0 ppm, 108,3 e 156,2 ppm e 31,5 e 44,0 ppm,

respectivamente. Os espectros no infravermelho (Anexos 19, 22, 25 e 28, pags. 141,
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144, 147 e 150) apresentaram absorcbes entre 3276 cm™ e 3434 cm™ relativas a
amida secundéaria, o que contribuiu adicionalmente para a caracterizacdo das 2’-
metoxiamidas (22-25). Um resumo dos principais sinais que caracterizam as amidas-

alvo esta ilustrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN **C para a caracterizacso das 2'-
metdxiamidas

RMN 'H / RMN **C (ppm, CDCl5)

RMN Grupos
LDT651 (22) LDT653(23) LDT655(24)  LDT657 (25)
H 7,15-7,63 7,21-7,41 7,19-7,33 7,19-7,32
Ar”
3¢ 122,1-138,3 127,6-138,5  126,6-139,1 126,1-141,7
H 3,83 3,81 3,70-3,85 (m) 3,79
13 ArOCHj
C 56,0 55,9 55,7 55,8
H 7,51 6,01 5,79 5,79
13 ArCONHAr
C - - - -
H - 4,67 2,94/579 1,95/2,62/3,49
15 ArCONH(CHp),Ar
C “ - 44,0 35,8/40,8 31,5/33,3/39,4
BBr3/DCM M
DCM, t.a., 6h
LDT651 (22), LDT653 (23), LDT82 (30), LDT645 (31),
LDT655 (24), LDT657 (25) LDT647 (32), LDT649 (33)
n=0,1,2e3

A partir das 2’-metéxiamidas foi realizada a reacdo de O-desmetilacdo na
presenca de BBr; a temperatura ambiente, por 6 horas. As respectivas 2’-
hidréxiamidas (LDT82, LDT645, LDT647 e LDT649) foram obtidas em rendimentos
que variaram de 77% a 98% como solidos brancos de diferentes pontos de fusao. A
conversao reacional foi confirmada em CCD por meio da diminui¢cdo de Rf (0,24-0,28
Hex: AcOEt 20%) e revelacdo com FeCls, 0 qual permite a identificacdo de fendis.
Na analise espectroscopica, a desmetilacao foi evidenciada pela auséncia de sinais
referentes ao grupo metoxila entre 3,70 e 3,83 ppm em RMN *H (Anexos 32, 35, 38
e 41, pags. 154, 157, 160 e 163) e 55,7 e 56,0 ppm em RMN B¢ (Anexos 33, 36, 39
e 42, pags. 155, 158, 161 e 164). Adicionalmente, o grupo hidroxila foi evidenciado
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por sinal largo entre 9,10 e 9,86 ppm em RMN 'H. Absorcées no IV (Anexos 31, 34,
37 e 40, pags. 153, 156, 159 e 162) entre 3482 e 3405 cm™ referentes ao grupo
hidroxila; e 3387 e 3143 cm™ referentes as ligacdo NH, corroboram para a
caracterizacdo desses compostos. Um resumo dos principais sinais que

caracterizam as 2’-hidroxamidas (30-33) esta ilustrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Principais deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN **C para a caracterizacso das 2'-
hidroxiamidas

RMN 'H / RMN **C (ppm, CDCly)

RMN Grupos
LDT82 (30) LDT645(31) LDT647 (32)  LDT649 (33)

'H 7,40-7,57 7,30-7,37 7,23-7,36 7,17-7,32

Ar”
Bc 122,1-137,2 128,1-137,4 127,0-138,5 126,3-140,6
H 7,67 6,01 6,02 6,06
i ArCONHAr
C
'H 4,67 295/3,78 1,96/2,73/3,50
13 ArCONH(CH,),Ar
C = 44,4 354/41,1 31,2/33,5/39,8

0

|

)\oo
|
C

OH O
| AcCl, TEA
N e ——.
H DCM, ta, 18h N
H
CisH3z1

H

15131

LDT82 (30), LDT645 (31), LDT675 (38), LDT677 (39),

LDT647 (32), LDT649 (33) LDT679 (40), LDT681 (41)
n=0,1,2e3

De posse das 2’-hidroxamidas, estas foram submetidas a reagdo de
acetilacdo com cloreto de acetila e TEA, a temperatura ambiente por 18 horas. Apos
purificacdo, os derivados LDT675 (38), LDT677 (39), LDT679 (40) e LDT681 (41)
foram obtidos em rendimentos 75-85% como sélidos brancos. Estes compostos
foram caracterizados pela presenca de sinais referentes aos grupos acetila,
evidenciados como simpletos entre 2,21 e 2,25 ppm em RMN *H (Anexos 44, 47, 50
e 53, pags. 166, 169, 172 e 175) e sinais entre 21,0 e 21,1 ppm em RMN *C
(Anexos 45, 48, 51 e 54, pags. 167, 170, 173 e 176) referentes ao grupo metila do

acetato. Adicionalmente, os grupos carbonila do éster foram evidenciados por sinais
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em RMN de carbono-13 pelos sinais entre 164,7 a 166,7 ppm bem como pelas
absorcées em 1645-1768 cm™ nos espectros no infravermelho (Anexos 43, 46, 49 e
52, Pags. 165, 168, 171 e 174), o que contribuiu para a caracterizacdo das 2’-
acetoxiamidas. Um resumo dos principais sinais que caracterizam as amidas-alvo
est4 ilustrado na Tabela 5.

Tabela 5 — Principais deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN **C para a caracterizacdo das 2'-
acetdxiamidas

RMN 'H / RMN **C (ppm, CDCl3)

RMN Grupos
LDT675 (38) LDT677 (39) LDT679 (40) LDT681 (41)
H 7,17-7,57 7,27-7,36 7,23-7,33 7,19-7,34
Ar”
B¢ 124,9-137,6  127,8-138,3 127,2-138,5 127,2-141,2
H 2,22 1,98-1,99 2,21 2,25
ArOCOCH; (m)
B¢ 21,1 20,7 21,0 21,1
H 7,50 6,14 5,82 5,85
" ArCONHAr
C - - - -
1 B 4,57-4,58 289360 1,90 / 2,62-2,73 (m)
ArCONH(CH,),Ar (m) 13,44
B¢ - 43,9 35,9/40,9 31,5/33,2/39,4

6.1.3 Série dos Derivados Esteres

R
T
ok~ R=H. CH, COCH,
n=0,1,2e3
=
CysH31
o o S0 o
| ) SOCl,, DMF, |
OH hexano, refluxo, 2h o 5
1) Alcool ou fenoal,
TEA, DCM, 35 ou
CisHa1  “4poC, 1-2n CysHzg
LDT30 (20) n=0,1,2e3

LDT667 (26), LDT669 (27),
LDT671 (28), LDT673 (29)
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Do mesmo modo, a sintese da série dos ésteres também teve inicio com a
reacdo do LDT30 (20) na presenca de SOCI, e DMF para obtencéo do intermediario
cloreto de acido. Na sequéncia, este reagiu com o fenol e os alcoois benzilico,
fenetilico e 3-fenilpropilico para obtencdo dos 2’-metoxiésteres. LDT667 (26),
LDT669 (27), LDT671 (28) e LDT673 (29) foram obtidos em rendimentos que
variaram entre 27% e 69% como sélidos brancos de baixos pontos de fuséo (28-
38°C).

~o
| Ph(CHZ)nBr K,CO,
OH
Acetona 120°C,
18h
CysH3g
LDT30 (20) n=12e3

LDT669 (27), LDT671 (28), LDT673 (29)

Tendo em vista a dificil purificacdo, em coluna cromatografica, desses
compostos, bem como os baixos rendimentos, uma nova metodologia foi investigada
guanto a eficiéncia e a facilidade de purificacdo. Desse modo, 20 foi submetido a
reacdo com brometos de aralquila (brometo de benzila, bromoetilbenzeno e
bromopropilbenzeno) na presenca de carbonato de potassio para a obtencdo dos
derivados 27, 28 e 29. Estes foram facilmente purificados e obtidos em melhores
rendimentos para 27 e 29. Em adicdo, esta Ultima metodologia, embora ndo possa
ser empregada para a sintese de 26, se mostrou mais simples, com apenas uma
etapa de reacdo. Os derivados 2’-metoxiésteres foram caracterizados por sinais
correspondentes a metoxila, aos anéis aromaticos e aos espacadores metilénicos.
Em seus respectivos espectros de RMN *H (Anexos 56, 59, 62 e 65, pags. 178, 181,
184 e 187) e RMN **C (Anexos 57, 60, 63 e 66, pags. 179, 182, 185 e 188), os
grupos metila foram evidenciados entre 3,79-3,90 ppm e 55,9-56,2 ppm; 0s anéis
aromaticos entre 6,76-7,48 ppm e 108,5-156,8 ppm; e 0s grupos metilenos
espacadores entre 2,04-5,39 ppm e 30,5-67,0 ppm. Os espectros no infravermelho
(Anexos 55, 58, 61 e 64, pags. 177, 180, 183 e 186) apresentaram sinais em 1729-
1746 cm™ correspondentes & carbonila dos ésteres, que contribuiram
adicionalmente para a caracterizagdo dos ésteres-alvo. Um resumo dos principais

sinais que caracterizam os 2’-metoxiésteres esta ilustrado na Tabela 6.
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Tabela 6 — Principais deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN **C para a caracterizacso dos 2'-
metoxiésteres

RMN 'H / RMN **C (ppm, CDCly)

RMN Grupos
LDT667 (26) LDT669 (27) LDT671 (28) LDT673 (29)
H 7,25-7,45 7,27-7,48 7,24-7,32 7,19-7,33
Ar”
B¢ 121,9-141,8 128,5-136,0 126,7-138,0 126,2-141,4
H 3,90 3,81 3,79 3,84
13 ArOCH;s
C 56,2 55,9 56,0 56,0
1y _ _ _ _
13 ArCOOAr
C 167,1 168,4 168,6 168,7
" ~ 539 308456 204211 (m)/279/
ArCOO(CH,),Ar 4,35-4,49 (m)
3¢ - 67,0 35,2/65,7 30,5/32,3/64,5
o BBr,/DCM 1M o
DCM, t.a., 6h
CysHag CysHaq
LDT667 (26) LDT659 (34)

A sintese dos 2’-hidroxiésteres se deu por meio de duas metodologias. Para a
sintese do derivado LDT659 (34), o LDT667 foi submetido ao mesmo protocolo de

desmetilacdo realizado para a sintese da série das hidroxiamidas, sendo obtido em

rendimento de 55% como um soélido branco.

OH ? OH O
Ph(CH,),Br, NaHCO
on e - o)
Acetona, 120°C, 18h
CisH3y CisH31
LDT11 (16) n=1,2e3

LDT661 (35), LDT663 (36), LDT665 (37)

O LDT661 (35), LDT663 (36) e LDT665 (37) foram sintetizados a partir da
reacao do derivado LDT11 (16) com os respectivos brometos de aralquila (brometo
de benzila, bromoetilbenzeno e bromopropilbenzeno) na presenca de bicarbonato de
sodio e foram obtidos em rendimentos de 60% a 77% como solidos brancos. Na
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andlise espectroscépica, a desmetilacdo de 34 foi evidenciada pela auséncia dos
sinais em 3,90 ppm e 56,2 ppm nos espectros de RMN 'H (Anexos 68, 71, 74 e 77,
pag. 190, 193, 196 e 199) e RMN **C (Anexos 69, 72, 75 e 78, pag. 191, 194, 197 e
200), respectivamente. Os compostos 35, 36 e 37 foram caracterizados pela
presenca dos sinais em RMN 'H (Anexos 71, 74 e 77, pag. 193, 196 e 199) entre
2,11-5,40 ppm e 6,70-7,45 ppm referentes aos grupos metilenos espacadores e
aneéis aromaticos, confirmados pelos sinais entre 30,3-67,0 ppm e 112,0-162,9 ppm
nos espectros de RMN **C (Anexos 72, 75 e 78, pag. 194, 197 e 200).
Adicionalmente, o grupo hidroxila foi evidenciado como simpleto entre 10,92 e 11,24
ppm em RMN 'H, caracteristico de ligacdo de hidrogénio intramolecular. As
absorcdes em 3424-3447 cm™ (Anexos 67, 70, 73 e 76, pags. 189, 192, 195 e 198)
referentes a hidroxila fendlica, corroboraram para a caracterizacdo desses
compostos. Um resumo dos principais sinais que caracterizam os 2’-hidroxiésteres

esta ilustrado na Tabela 7.

Tabela 7 — Principais deslocamentos quimicos de RMN *H e RMN **C para a caracterizacdo dos 2'-
hidroxiésteres

RMN 'H / RMN **C (ppm, CDCl3)

RMN Grupos
LDT659 (34) LDT661(35) LDT663 (36) LDT665 (37)
H 7,21-7,50 7,97-7,45 7,28-7,35 7,21-7,35
Ar”
B¢ 123,0-146,8  128,9-135,0 127,0-137,3 126,4-140,9
H
13 ArCOOAr
C 170,5 171,6 171,6 171,9
1 5.40 3137463 2,11-2,20 (m) /2,96 /
ArCOO(CH,),Ar 4,42
B¢ 67,0 36,6/ 66,2 30,3/32,6/65,3
o)
OH O

/lkO O

AcCl, TEA |

O _—
% DCM, ta., 18h o)
C15H31
C15H

31
LDT659 (34), LDT661 (35),
LDT663 (36), LDT665 (37)

LDT683 (42), LDT685 (43),
LDT687 (44), LDT689 (45)

n=0,12e3
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De posse dos ésteres 34-37, estes foram submetidos ao mesmo protocolo de
acetilacdo realizado para a sintese das 2’-acetilamidas. Os derivados LDT683 (42),
LDT685 (43), LDT687 (44) e LDT689 (45) foram obtidos em rendimentos que
variaram de 61% a 88% como solidos brancos com baixos pontos de fusédo (42, 43 e
44) ou liquido incolor (45). A conversao reacional foi confirmada em CCD por meio
da diminuicdo de Rf (0,34-0,50 Hex: AcOEt 20%). Na andlise espectroscopica, a
metila do grupo acetila foi evidenciada pelos sinais entre 1,99-2,29 ppm e 20,7-21,0
nos espectros de RMN *H (Anexos 80, 83, 86 e 89, pags. 202, 205, 208 e 211) e
RMN *C (Anexos 81, 84, 87 e 90, pags. 203, 206, 209 e 2012), respectivamente.
Adicionalmente, os espectros no infravermelho (Anexos 79, 82, 85 e 88, pags. 201,
204, 207 e 210) apresentaram absor¢ées em 1727-1763 cm™ correspondentes as
carbonilas, que corroboraram para a caracterizacdo dos diésteres-alvo. Um resumo
dos principais sinais que caracterizam os 2’-acetoxiésteres esta ilustrado na Tabela
8.

Tabela 8 — Principais deslocamentos quimicos de RMN ‘H e RMN 3¢ para a caracterizagao
dos 2’-acetoxiésteres

RMN 'H / RMN **C (ppm, CDCl3)

RMN Grupos
LDT683 (42) LDT685(43) LDT687 (44) LDT689 (45)
H 7,21-7,47 7,33-7,46 7,25-7,38 7,19-7,30
Ar”
B¢ 126,3-143,5  128,7-135,6  127,2-137,6 127,3-141,1
H 2,29 1,99 2,17 2,25
i ArOCOCH;
C 21,1 20,7 20,9 21,0
H
13 ArCOOAr
C 169,3 169,2 169,1 169,1
1 B 535 3.05/ 452 2,06 /2,66-2,78 (m) /
ArCOO(CH,),Ar 4,33
B¢ - 67,2 35,2 /66,1 30,5/32,3/64,9

6.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Os aspectos fisico-quimicos dos derivados foram obtidos com o auxilio do
programa Percepta/ACD labs. Sabe-se que as propriedades fisico-quimicas de um

composto sdo capazes de modificar seu perfil de atividade biolégica. As principais
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sdo coeficiente de particdo (logP) e o coeficiente de ionizacdo &cida (pKa). O
coeficiente de particdo (logP) expressa a lipofilicidade relativa de uma substéncia,
propriedade amplamente relacionada a atividade biolégica. O logP pode ser
determinado por meio da particdo de um composto entre uma fase aquosa e outra
organica num determinado pH onde as moléculas encontram-se na forma neutra.
Para compostos ionizaveis, a particdo é modificada em funcdo de um pH especifico,
denominada coeficiente de distribuicdo (logD). O logD calculado em pH 7,4 é
considerado um indicador de comportamento do composto na biofase aquosa
(plasma). O pKa, por sua vez, expressa 0 percentual relativo das espécies na sua
forma acida e de sua base conjugada de cada molécula. A importancia do pKa na
absorcdo esta na sua relacdo com a lipofilicidade, de forma que as espécies néo-
ionizadas atravessam membranas mais facilmente, por serem mais lipofilicas [51,
52, 53].

A area de superficie polar (PSA) de uma molécula corresponde ao somatério
da superficie de todos os seus atomos polares, principalmente oxigénio e nitrogénio.
Este parametro possui correlacdo com a absorcao intestinal humana e penetracéo
pela barreira hemato-encefalica [52, 53].

O logS corresponde ao logaritmo de solubilidade em agua de compostos
organicos, no qual S é a concentracdo do composto em mol/L. Moléculas polares
estdo associadas a valores de log S acima de -1 e, consequentemente, possui baixa
permeabilidade de membrana na auséncia de transporte ativo. E necessario que um
farmaco possua polaridade razoavel, solubilidade aquosa e lipofilicidade necesséria
para atravessar membranas [53, 55].

As caracteristicas fisico-quimicas logP, logD, logS, pKa e PSA — calculadas
no programa Percepta/ACD Labs — bem como formula molecular, massa molar,
rendimentos, fatores de retencdo e pontos de fusdo dos compostos-alvo estdo

resumidos nas Tabelas 9, 10 e 11.
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Tabela 9 — Caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo da série acetdxi, hidréxi e metoxiacidos ou metilésteres

MM Rend. LogD LogS PSA

Derivado R Z Rf (g/mol) FM (%) PF (°C) LogP (oH 7.4)  (pH 7.4) pKa (A?)
LDT11 H H 0,48 (HeXggy: ACOEtygy) 348,519  CxH3¢03 70 81-84 9,96 6,48 -5,62 3,1 57,53
LDT13  COCH; H 0,20 (HeXggy: ACOEtygy) 390,556  Cy4H350, 76 65-69 9,09 6,26 -5,08 3,5 63,60
LDT28 CHs; CHs 0,40 (HeXgoy,:ACOEt ;) 376,573  Cy4H4003 97 32-33 9,94 * -8,65 * 35,53
LDT29 H CHjs 0,60 (HexXggy: ACOEtyy) 362,546  Cy3H3g03 86 37-40 10,13 * -8,72 9,9 46,53
LDT30 CHs; H 0,28 (HexXggy: ACOEtyy) 362,546  Cy3H3303 98 74-77 9,39 6,57 -5,63 4,1 46,53
LDT208 COCH; CHjs 0,44 (HeXggy: ACOEtygy) 404,583  CasHaoO4 58 30-35 9,37 * -8,28 * 52,60

* Ndo calculado; ** Nao possui

Tabela 10 — Caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo dos derivados da série dos derivados amidicos

Derivado R n Rf (g?AmN(IJI) FM Rgz)d. PF (°C) LogP (pLS%,SA,) pKa IZ&S\%

LDT651 CHs
LDT563 CHs,
LDT655 CHs
LDT657 CHs
LDT82 OH
LDT645 OH
LDT647 OH
LDT649 OH
LDT675 COCH,
LDT677 COCH,
LDT679 COCH;,
LDT681 COCH,

0,33 (HeXaos6:ACOEt 00, 437,657 CxHiNO, 76 78-85 10,25  -947 13,7 38,33
0,21 (HeXgoos: ACOEt 00, 451,684 CgHiNO, 77 90-99 10,66 -945 150 38,33
0,22 (HeXg00,: ACOEt05) 465,710 CyHmZNO, 71 53-56 10,59  -9,97 14,7 38,33
0,24 (HeXgou,: ACOEt09) 479,737 CaxHiNO, 96 60-67 11,20 -999 14,9 38,33
0,28 (HeXgoo,: ACOEt 00, 423,631 CxHuNO, 80 71-74 11,17  -909 7,2 49,33
0,25 (HeXg00,:ACOEt09) 437,657 CaoHasNO2 77 85-87 11,19 941 85 49,33
0,24 (HeXgou,: ACOEt 00 451,684 CaoHasNO2  gg 72-75 11,11 9,67 8,4 49,33
0,28 (HeXg00,: ACOEt09) 465,710 CaHaNO2 g7 59-65 11,72 -9,84 85 49,33
0,33 (HeXg00,: ACOEt09) 465,667 CaoHaNOs 75 44-47 9,67 9,44 134 5540
0,33 (HEeXg00s: ACOEt00) 479,694 CaHisNOs g5 73-76 10,00 -9,45 14,8 55,40
0,36 (HeXg00,: ACOEt00) 493,720 CaHaNOs 73 53-65 9,93 9,72 145 5540
0,36 (HeXg00,: ACOEt00) 507,747 CasHaNOs  gp 61-66 10,53  -9,94 14,7 55,40

W N P O W NP O WDNPF—L O




Tabela 11 — Caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo dos derivados da série dos derivados ésteres
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Derivado R n Rf (g'y'm'\ﬂ)l) FM R(eo/r(‘);j' PF(°C)  LogP (p"ﬁ 97% pKa Zfz';‘
LDT667 CHs 0 0,55 (HeXgos: ACOEto00,) 438,642  CyHpOs 59 34-38 11,22 -9,63 35,53
LDT669 CHj 1 0,54 (HeXgou,: ACOEt09) 452,669  CaHwOs  64¢  35-38 11,71 -9,74 sk 35,53
LDT671 CHs, 2 0,58 (HeXgoos: ACOEt 00, 466,695  CaHsOs — 69%  28-32 11,96 -10,00 35,53
LDT673 CHs 3 0,62 (HeXgos: ACOEto00,) 480,722  CaHasOs 35+ 31-34 12,54 -10,30 35,53
LDT659 OH 0 0,61 (HeXgo0: ACOEt 00,) 424,615  CygHyOs 55 35-38 11,45 -9,64 8,8 46,53
LDT661 OH 1 0,65 (HeXgos: ACOEt 00,) 438,642  CaHa20s g0 29-36 11,91 -9,67 8,1 46,53
LDT663 OH 2 0,64 (HeXgoo: ACOEt 00,) 452,669  CaoHaOs 71 25-27 12,16 -9,95 8,0 46,53
LDT665 OH 3 0,64 (HeXgou,: ACOEt05) 466,695  CaiHaOs 77 35-38 12,74 -9,96 8,1 46,53
LDT683  COCH; 0 0,48 (HeXgou,: ACOEt05) 466,652  CaoHa204 76 48-52 10,78 -9,60 52,60
LDT685  COCH; 1 0,34 (HeXg00,:ACOEL105) 480,679  Ca1HaO4 88 37-43 11,14 -9,81 52,60
LDT687  COCH, 2 0,50 (HeXgoo: ACOEto00,) 494,705  CaHaOs 77 25-28 11,39 -10,10 52,60
LDT689  COCH;, 3 0,50 (HeXgoo: ACOEto00,) 508,732  CasHisOs 61 *x 11,97 -10,30 52,60

* Melhores rendimentos; ** Obtido como liquido; *** Ndo possui
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6.3 AVALIACAO BIOLOGICA E RELACOES ESTRUTURA-ATIVIDADE

Uma vez sintetizados e caracterizados por métodos espectroscopicos,
os derivados foram avaliados in vitro frente aos alvos de interesse p300 e
PPAR-0/PPAR-y.

6.3.1 p300

A avaliacao do perfil inibitério dos derivados-alvo frente a enzima p300
foi realizada pelo grupo do Prof. Masoud Vedadi do Structural Genomics
Consortium (SGC) da Universidade de Toronto. Os derivados-alvo das trés
séries foram avaliados frente a enzima p300 nas concentracBes de 10, 30 e
100 pum. Os derivados acidos LDT11 (16), LDT13 (17), e LDT30 (20) foram
avaliados em 3 experimentos e foram capazes de inibir 50% da atividade de
p300 nas concentracdes de 50 pm e 100 pm.

No ensaio realizado para a primeira série a concentracdo de 50 pm,
LDT11 (16), LDT13 (17), e LDT30 (20) apresentaram elevada atividade
inibitéria da enzima p300 em torno de 95%, 91% e 88%, respectivamente. Por
sua vez, os derivados ésteres LDT28 (18) e LDT29 (19) inibiram a p300 com
respectivos percentuais de 12% e 3%, enquanto LDT208 (21) aumentou a
atividade de p300 em 16% (Figura 14).
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Figura 14: Atividade inibit6ria frente a enzima p300 dos compostos da série da série acetoxi,

hidroxi e metoxiacidos ou metilésteres testados a 50 uM
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Figura 15: Derivados LDT10 (46), LDT12 (47) e LDT27 (48)

Fonte: Préprio autor

No segundo experimento, somente LDT13 (17) apresentou perfil
inibitério com ICs¢ 13,0 yM. Em nova avaliagao a 100 yM, os acidos LDT11
(16), LDT13 (17), e LDT30 (20) inibiram a p300 em mais de 50% e tiveram

suas ICso determinadas (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores de ICsy para os derivados 16-21

% LogD LogS

Derivado  Inibic&o Cso_ Cso. ICso. LogP  (pH (PH  pKa PEZA
p3ooa (“M) (“M) (MM) 7 4) 7 4) ( )
LDT11 (16) 95 3,0 -- 21,0 9,96 6,48 -5,62 3,1 53,3
LDT13 (17) 91 3,0 13,0 20,0 9,09 6,26 -5,08 35 63,6
LDT30 (20) 88 10,0 - 15,0 9,39 6,57 -5,63 41 355
LDT28 (18) 12 - . - 994 - 865 -~ 465
LDT29 (19) 3 - - -~ 1013 - 872 99 465
LDT208 -16
1) - - - 937 - 828 - 526

a. 50 uM; b. 1,5 a 100 pM; c. 100 uM

Em todos os experimentos foi reportada a baixa solubilidade dos
compostos nas condicbes empregadas, 0 que ndo permite o estabelecimento
de relacdes estrutura-atividade de forma precisa e detalhada. De acordo com
os dados tedricos, os derivados ativos apresentaram LogS (pH 7,4) entre -5,63
e -5,08; enquanto os valores deste parametro para os ésteres-derivados
variaram entre -8,72 e -8,28. A diferenca entre os dados demostra a maior
solubilidade dos derivados acidos em cerca de 1200 vezes.

Os dados tedricos de pKa para os derivados acidos LDT11 (16), LDT13
(17), e LDT30 (20) revelam gue estas espécies estdo como ions carboxilato em
pH 7,4 utilizado nos experimentos. Desta forma, esta subunidade pode ser
reconhecida pelo residuo de arginina 1410 (R1410) da p300 — responsavel pelo
reconhecimento de ions fosfato da Acetil-CoA — por interagdes do tipo ion-ion

ou ion-dipolo (Figura 16). Uma vez que 0s ésteres ndo apresentam esta
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caracteristica idnica, o grupo carboxilato € considerado como farmacoférico

para esta classe de compostos.
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Figura 16: Sitio ativo da p300 com Acetil-CoA
Fonte: Adaptado de DANCY & COLE, 2015 [56]

Adicionalmente, a hidroxila fendlica — considerando sua ligacdo de
hidrogénio intramolecular com a carbonila no sistema salicilico — e seus
derivados metoxila e acetila podem atuar como aceptores de ligacdo de
hidrogénio (ALH) quando do reconhecimento pela p300 por meio de interacdes
ion-dipolo e dipolo-dipolo com o residuo R1410.

Considerando o parametro PSA (Tabela 12), os dados revelam a
inexisténcia de relagdes lineares com o perfil de atividade encontrado.

Os compostos das séries 2 e 3 (amidas e ésteres) foram inativos ou
apresentaram percentual de inibicdo maximo de 30% na concentracdo de 100
MM. Estes dados reforcam a subunidade carboxila como farmacoforica, uma
vez que estes derivados ndo apresentam grupos ionizaveis em pH 7,4.

Adicionalmente, a baixa solubilidade destes compostos — LogS variando
entre -9,99 e -9,09 para as amidas e -10,30 e -9,63 para 0s ésteres — e 0s altos
valores de LogP — entre 9,67 e 11,72 para as amidas e 10,78 e 12,74 para 0s
ésteres — indicam que estes compostos interagirdo preferencialmente com
regides hidrofébicas da enzima. Ja para os derivados LDT11 (16), LDT13 (17),

e LDT30 (20), a presenca do ion carboxilato modula o perfil de hidrofobicidade
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destes compostos, os quais apresentando LogD na faixa entre 6,26 e 6,57,

sdo, pelo menos, mil vezes menos hidrofébicos.

6.3.2 PPAR

A avaliacdo da atividade biologica preliminar frente a PPAR - finalizada
apenas para a primeira série — foi realizada por Lilia Magomedova no Nuclear
Hormone Receptors in Human Health and Disease Laboratory coordenado pela
Dra. Carolyn Cummins da Faculdade de Farmécia Leslie Dan da Universidade
de Toronto.

O ensaio de gene repérter e avaliacdo da atividade luciferase em
diferentes concentracfes para PPAR-a e PPAR-y realizado para a primeira
série — derivados 16 a 21 — revelou que os derivados acidos LDT11 (16),
LDT13 (17), e LDT30 (20) apresentam perfil agonista parcial frente a PPAR-a
qgquando comparados ao agonista pleno GW590735, com valores de ECs
variando entre 1,5 a 32,0 yM. Os dados demonstram que o acido carboxilico —
na forma de carboxilato — é farmacoférico para o reconhecimento molecular e
ativacdo do receptor PPAR-a por meio de interagdes ion-ion e ion-dipolo. Esta
afirmacdo é reforcada pelos resultados obtidos por Ferreira em sua Dissertacéo
de Mestrado [57], na qual cardanol saturado (LDT10, 46) e seus acetil- (LDT12,
47) e metoxi- (LDT27, 48) derivados — respectivos analogos LDT11 (16),
LDT13 (17), e LDT30 (20) sem o grupo carboxila — ndo apresentaram atividade
para PPAR-a (Figura 15).

Os dados ainda revelam a modulacéo do perfil PPAR-a em fungdo do
padrao de substituicdo na hidroxila fendlica, em que os grupos hidroxila, acetila
e metoxila podem atuar com ALH. O perfil de atividade apresentado por LDT13
(17) sugere que a presenca dos grupos carboxilato (ibnico) e acetila (ALH)
distantes 3,72 A e 3,78 A do centride do anel aromatico (dados n&o
publicados) sdo relevantes para o reconhecimento pelo receptor PPAR-a.

De acordo com os estudos de ancoramento molecular (molecular
docking) desenvolvidos por Poda, Bhattacharyya e Uehling para estes

compostos (58, em publicacdo), LDT13 (17) é reconhecido pelo sitio ativo do



106

receptor PPAR-a por meio de interagbes com os residuos de serina 280,
tirosinas 314 e 464 e histidina 440 no bolsdo polar no dominio de ligacao do
ligante (LBD), com adicional interacao pi-pi stacking com a fenilalanina 273 no
mesmo LBD (Figura 17).

Figura 17: Ancoragem de LDT13 (17) no LBD de PPAR-a
Fonte: Poda, Bhattacharyya e Uehling (em publicacdo), 2015 [58]

Considerando o perfil de atividade frente ao receptor PPAR-y, apenas os
derivados LDT11 (16), LDT13 (17) ativaram parcialmente o receptor com ECs
em torno de 12,0 uM. Estes dados sugerem que a inatividade de LDT30 (20)
pode estar relacionada & reducéo da area de superficie polar para 35,5 A? pela
presenca do grupo metoxila, encontrada na faixa de 53,3 a 63,6 A% nos
derivados ativos. Adicionalmente, a presenca do grupo metoxila — por meio do
efeito orto e inexisténcia de grupo ALH acessivel — pode influenciar na adoc¢éo
de conformacéao inapropriada ao reconhecimento pelo receptor.

Estudos de ancoragem molecular (molecular docking) desenvolvidos por
Poda, Bhattacharyya e Uehling para os compostos ativos em PPAR-y (em

publicacao) sugerem que LDT11 (16) é reconhecido pelo sitio ativo do receptor
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PPAR-y por meio de interagbes com os residuos de serina 289, tirosina 473 e
histidinas 323 e 449 no bolséo polar no dominio de ligacdo do ligante (DLL),
com interacdes pi-pi stacking com as fenilalanina 282 e 363 no mesmo DLL
(Figura 18).

Figura 18: Ancoragem de LDT11 (16) no LBD de PPAR-y
Fonte: Poda, Bhattacharyya e Uehling (em publicacédo), 2015 [58]

Os valores de ECsy para ambos PPAR-a e PPAR-y e propriedades

fisico-quimicas tedricas estdo dispostos na Tabela 13.

Tabela 13 — Valores de ECs, para os derivados 16-21

. ECso (M) LogD LogS PSA
berivado 5o p e PPARy "°% (oH g7,4) (pH %,4) PRa (4%
LDT1L (16) 9.1 124 996 648 562 31 533
LDT13(17) 15 121 909 626  -508 35 636
LDT30 (20) 32,0 - 939 657 563 41 355
LDT28 (18) - - 994 - 8,65 - 465
LDT29 (19) - -~ 1013 - 872 99 465

LDT208 (21) - - 9,37 - 828 - 526
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Como visto, a DC apresenta-se como uma doenca multifatorial de
etiologia desconhecida, cuja eficacia do tratamento a longo prazo ainda é
precaria. Na ultima década, varios estudos na area da Quimica Medicinal tém
utiizado a estratégia de ligantes multialvo-dirigidos no planejamento de
moléculas capazes de atuarem simultaneamente em alvos moleculares
convergentes ao tratamento de patologias complexas — como a Doenca de
Crohn — a qual foi empregada neste trabalho. Neste contexto, foram
sintetizados 30 derivados-alvo planejados a partir do &acido anacardico
utilizando reacdes classicas i.e. acetilacdo, alquilacédo, hidrogenacéo catalitica
e hidrolise por meio de aquecimento convencional ou radiagdo micro-ondas,
em rendimentos que variaram de 35% a 98%, cujas estruturas foram
confirmadas por métodos espectroscopicos de andlise de RMN *H e RMN *3C e
no IV.

A avaliacdo da atividade biolégica in vitro dos compostos-alvo frente a
enzima p300 revelou que os derivados acidos LDT11 (16), LDT13 (17) e LDT30
(20) foram capazes de inibir mais de 50% da atividade enzimatica na
concentracdo de 50 uM, e apresentaram ICsy de 3,0 uM (16 e 17) e 10,0 uM
(20). A baixa solubilidade dos demais compostos avaliados foi reportada nas
condicBes experimentais empregadas e pode estar associada a auséncia de
atividade em p300. As relacdes entrutura-atividade (SAR) — baseadas nos
dados fisico-quimicos teéricos de logS, logP e logD — revelaram a importancia
da polaridade para o reconhecimento da enzima, sendo os derivados LDT11
(16), LDT13 (17) e LDT30 (20) pelos menos mil vezes menos hidrofébicos que
0S compostos inativos. As possiveis interacdes com o sitio ativo da p300 foram
relacionadas ao ion carboxilato e ALH presentes nos 2’-hidroxiderivados e seus
substituintes — como respectivos grupo farmacoférico e moduladores da
atividade inibitéria — os quais podem interargir com o residuo R1410 da p300
por meio de interagdes ion-ion, ion-dipolo e dipolo-diplo.

Os estudos preliminares do perfil frente a PPAR-a e PPAR-y foram
finalizados para a primeira série, em que os derivados acidos LDT11 (16),
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LDT13(17) e LDT30 (20) foram identificados como agonistas parciais para
ambos receptores em relacdo aos agonistas plenos GW590735 e rosiglitazona.
Os valores de ECsy foram determinados para os derivados 16, 17 e 20 e
variaram entre 1,5 a 32,0 uM. Considerando PPAR-y, os derivados LDT11 (16)
e LDT13 (17) mostraram-se equipotentes com ECsy em torno de 12,0 uM. As
andlises SAR evidenciaram as mesmas relacdes de relevancia observadas
para p300 — ion carboxilato e ALH como grupos farmacoférico e moduladores —
para o reconhecimento molecular e ativacdo de ambos PPAR-a e PPAR-y. Os
estudos ainda sugeriram que a inatividade de LDT30 frente a PPAR-y pode
estar relacionada & reducdo da area de superficie polar para 35,5 A> bem como
a aspectos conformacionais influenciados pelo grupo metoxila (efeito orto)
durante o reconhecimento pelo receptor. Estudos de ancoragem molecular
revelaram que LDT13 (17) é reconhecido no DLL de PPAR-a por meio de
interag6es com os residuos de serina 280, tirosinas 314 e 464 e histidina 440
no bolséo polar no dominio de ligacdo do ligante (DLL), com adicional interacédo
pi-pi stacking com a fenilalanina 273. Da mesma forma, esses estudos
sugerem que LDT11 (16) é reconhecido pelo sitio ativo do receptor PPAR-y por
meio de interacdes com os residuos de serina 289, tirosina 473 e histidinas 323
e 449 no bols&o polar no DLL, com interagdes pi-pi stacking com as fenilalanina
282 e 363 no mesmo DLL.

Os resultados preliminares revelaram que derivados LDT11 (16) e
LDT13 (17) atuam como inibidores da enzima p300 e agonistas parciais duais
frente PPAR-a e PPAR-y, sendo considerados ligantes multialvo. O derivado
LDT30 (20) foi identificado como ligante dual, capaz de inibir p300 (ICso 10,0-
15,0 uM) e ativar PPAR-a (32,0 uM) com perfis semelhantes para os alvos
estudados. Além disso, este estudo fornece informacdes Uteis para a
otimizacao molecular na busca de ligantes com melhor perfil de atividade.

Faz-se necesséria a avaliacdo dos derivados ativos quanto & modulagéo
da atividade NF-kB, como importante alvo terapéutico na DC em face da
atividade exacerbada na doenca, para confirmagdo de nossos pressupostos
tedricos para ligantes multialvo. Vale destacar que, ainda que inativos nos
ensaios in vitro, as amidas e ésteres analogos ao 5-CSPA deverdo ser
avaliados em modelos experimentais in vivo para confirmacéo do planejamento

como anti-inflamatérios. Desse modo, otimizacdo dos rendimentos das
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bY

reacOes, a avaliagdo de todas as seéries frente a inibicdo NF-kB in vitro e
posteriormente em modelos de colite in vivo e o planejamento de now

derivados constituem as perspectivas deste trabalho.
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ANEXO 1 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT11 (16)
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ANEXO 2 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT11 (16)
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ANEXO 3 — ESPECTRO DE RMN *3C (75 MHz, CDCI3) — LDT11 (16)
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ANEXO 4 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT13 (17)
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ANEXO 5 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT13 (17)
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ANEXO 6 — ESPECTRO RMN *3C (75 MHz, CDCl3) — LDT13 (17)
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ANEXO 7 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT28 (18)
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ANEXO 8 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT28 (18)
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ANEXO 9 — ESPECTRO RMN *3C (75 MHz, CDCl3) — LDT28 (18)
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ANEXO 10 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT30 (20)
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ANEXO 11 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT30 (20)
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ANEXO 12 - ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT30 (20)
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ANEXO 13 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT29 (19)
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ANEXO 14 — ESPECTRO DE RMN *H (500 MHz, CDCl3) — LDT29 (19)
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ANEXO 15 — ESPECTRO RMN **C (125 MHz, CDCl3) — LDT29 (19)
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ANEXO 16 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT208 (21)
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ANEXO 18 — ESPECTRO RMN *C (75 MHz, CDCl3) — LDT208 (21)
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ANEXO 19 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT651 (22)
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ANEXO 20 — ESPECTRO DE RMN H (500 MHz, CDCl3) — LDT651 (22)
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ANEXO 21 — ESPECTRO RMN *C (125 MHz, CDCl3) — LDT651 (22)
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ANEXO 22 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT653 (23)
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ANEXO 23 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT653 (23)
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ANEXO 24 — ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT653 (23)
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ANEXO 25 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT655 (24)
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ANEXO 26 — ESPECTRO DE RMN H (300 MHz, CDCl3) — LDT655 (24)
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ANEXO 27 — ESPECTRO RMN *C (75 MHz, CDCl3) — LDT655 (24)
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ANEXO 28 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT657 (25)
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ANEXO 29 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT657 (25)
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ANEXO 30 - ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT657 (25)
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ANEXO 31 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT82 (30)
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ANEXO 32 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT82 (30)
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ANEXO 33 - ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT82 (30)
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ANEXO 34 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT645 (31)
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ANEXO 35 — ESPECTRO DE RMN H (300 MHz, CDCl3) — LDT645 (31)
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ANEXO 36 — ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT645 (31)
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ANEXO 37 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT647 (32)
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ANEXO 38 — ESPECTRO DE RMN H (300 MHz, CDCl3) — LDT647 (32)
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ANEXO 39 — ESPECTRO RMN *C (75 MHz, CDCl3) — LDT647 (32)
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ANEXO 40 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT649 (33)
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ANEXO 41 — ESPECTRO DE RMN H (300 MHz, CDCl3) — LDT649 (33)
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ANEXO 42 - ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT649 (33)
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ANEXO 43 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT675 (38)
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ANEXO 44 — ESPECTRO DE RMN H (500 MHz, CDCl3) — LDT675 (38)
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ANEXO 45 — ESPECTRO RMN **C (125 MHz, CDCl3) — LDT675 (38)

W i g ke il EI—: r— A — - i — L
f - o P | fﬁ;é?ﬂcg g i '-—u':g-g‘rh'..ﬁ?-’u':oE'—
-8 ol R L S T & ChzaEaagagids=
I|I | -'Ill' II i v hﬂ}thw"y /

| [T INI Y .

T T T
200 194 180 1T 1 150 140 130 120 1o Ly &0 BO T £l 50 4 i m 10 ppm



167

ANEXO 46 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT677 (39)
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ANEXO 47 — ESPECTRO DE RMN *H (500 MHz, CDCls) - LDT677 (39)
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ANEXO 48 — ESPECTRO RMN **C (125 MHz, CDCl3) — LDT677 (39)
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ANEXO 49 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT679 (40)
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ANEXO 50 — ESPECTRO DE RMN *H (500 MHz, CDCls) — LDT679 (40)
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ANEXO 51

ESPECTRO RMN *3C (125 MHz, CDCls) — LDT679 (40)
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ANEXO 52 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT681 (41)
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ANEXO 53 — ESPECTRO DE RMN H (300 MHz, CDCl3) — LDT681 (41)
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ANEXO 54 — ESPECTRO RMN *C (75 MHz, CDCl3) — LDT681 (41)
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ANEXO 55 - ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT667 (26)
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ANEXO 56 — ESPECTRO DE RMN *H (500 MHz, CDCls) — LDT667 (26)

111111111111111111111

- -
SESESNRRRNAEAD 8
[l S - o P b 08 o v

27455

27345
27i8%

————————————

NV

_’__-"
<

1 100h—
087~

=L
188

1703~

1 285~ -




178

ANEXO 57 - ESPECTRO RMN **C (125 MHz, CDCl3) — LDT667 (26)
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ANEXO 58 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT669 (27)
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ANEXO 59 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT669 (27)
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ANEXO 60 — ESPECTRO RMN *C (75 MHz, CDCl3) — LDT669 (27)
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ANEXO 61 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT671 (28)
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ANEXO 62 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT671 (28)
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ANEXO 63 - ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT671 (28)
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ANEXO 64 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT673 (29)
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ANEXO 65 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCls) - LDT673 (29)
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ANEXO 66 — ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT673 (29)
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ANEXO 67 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT659 (34)

12,
O

76.07 _ CisHas

75,5 \ /’A n"'ll Ff\
75,0 | \ ( | l|"" / ||
74,5 |

74.0 | I\ H‘

735

/ i
LV VI

|
23 II'- / lul 74180 ‘
72.0 ] \/ | e T
71,5 | o
71,0 |
70,5 | |
70,0 |
69,5 |
69.0 |
68,5 |

65,0 |

67,5 |

67.0
66.72 , , , , |
4000.0 3000 2000 1500 1000 400.0

cm-1




189

ANEXO 68 — ESPECTRO DE RMN H (500 MHz, CDCl3) — LDT659 (34)
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ANEXO 69 — ESPECTRO RMN **C (125 MHz, CDCl3) — LDT659 (34)
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ANEXO 70 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT661 (35)
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ANEXO 71 — ESPECTRO DE RMN H (500 MHz, CDCl3) — LDT661 (35)
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ANEXO 72 - ESPECTRO RMN **C (125 MHz, CDCl3) — LDT661 (35)

EEE

=
geigidy

N

293
29 86

HEzy
E LR

2
of o
o=

146,58
&
G791




T

194

ANEXO 73 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT663 (36)
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ANEXO 74 — ESPECTRO DE RMN H (500 MHz, CDCl3) — LDT663 (36)
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ANEXO 75 — ESPECTRO RMN **C (125 MHz, CDCl3) — LDT663 (36)
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ANEXO 76 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT665 (37)
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ANEXO 77 — ESPECTRO DE RMN H (300 MHz, CDCl3) — LDT665 (37)
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ANEXO 78 — ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT665 (37)
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ANEXO 79 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT683 (42)
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ANEXO 80 — ESPECTRO DE RMN H (500 MHz, CDCl3) — LDT683 (42)

PEED
PLERTD /
BOLET —
oL

B0EL

LDEZ ) Mn

EDEE"l —

LPDET| -2
VOEE}
BPEEL
SpiEl
EERD'L
=l

LEEEE =

LEREE —

rLae
0LTEE L1;|.w.ur
e

oD L

CLODL
BEAL /
F
s
roEL

56 /u
LBEZTL

SEE"L —
EELEL
4 ¥
ELEWL
e
ZESFL
SOeyL

S\




202

ANEXO 81 — ESPECTRO RMN **C (125 MHz, CDCl3) — LDT683 (42)
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ANEXO 82 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT685 (43)
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ANEXO 83 — ESPECTRO DE RMN *H (500 MHz, CDCl3) — LDT685 (43)
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ANEXO 84 — ESPECTRO RMN **C (125 MHz, CDCl3) — LDT685 (43)
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ANEXO 85 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT687 (44)

-0,1

343402

306447

102793

\

202172

285106

O

A&oﬁ

(:15k131 862,12

237143

234554 160543

1366 36

1458 54

102051
|

| 110477
111532

1762 356

176,18

127055

121008

4000,0

3000

2000 1500 1000 400,0
cm-1

206



ANEXO 86 — ESPECTRO DE RMN H (300 MHz, CDCl3) — LDT687 (44)
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ANEXO 87 — ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT687 (44)
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ANEXO 88 — ESPECTRO NO INFRAVERMELHO (v cm™, KBr) — LDT689 (45)
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ANEXO 89 — ESPECTRO DE RMN *H (300 MHz, CDCl3) — LDT689 (45)
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ANEXO 90 — ESPECTRO RMN **C (75 MHz, CDCl3) — LDT689 (45)
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