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RESUMO

Os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomo (PPAR) sao
receptores nucleares proteicos envolvidos na regulacdo metabdlica que
constituem importantes alvos terapéuticos para patologias como diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e doenga hepatica gordurosa n&o alcoolica (DHGNA).
Esses receptores sao ativados por ligantes enddgenos, como acidos graxos, e
exogenos, como fibratos (PPAROQ) e tiazolidinedionas (PPARY); possuindo acao
hipoglicemiante, hipolipemiante, anti-insulinica, antiapoptotica e
antiinflamatoria. No entanto, essa atividade metabdlica esta atrelada a efeitos
adversos graves como ganho de peso, edema, fraturas Osseas e toxicidade
hepatica, sendo por isso necessaria a investigacao de novos ligantes sintéticos
de PPAR. No ambito de uma série de estudos voltados ao uso terapéutico de
lipidios fendlicos extraidos do liquido da casca da castanha de caju, este
trabalho descreve o planejamento, sintese e avaliagdo de novos ligantes
PPAR. Neste contexto, adotou-se uma estratégia sintética baseada no
melhoramento molecular do composto LDT409 a partir da diminuigao da cadeia
alquilica hidrofébica de 15 carbonos (C15 — cLogP 7,50) para uma cadeia de 8
carbonos (C8 — cLogP 4,58), a fim de se diminuira lipofilicidade da molécula de
acordo com as regras postuladas por Lipinski. Esta estratégia rendeu seis
derivados-alvo, com rendimentos variando de 67% a 90%, que foram
caracterizados por métodos espectroscopicos. Os resultados farmacoldgicos
referentes a ativacao de receptores PPAR murinos e humanos demonstraram a
capacidade desses derivados de desempenharem atividade agon istica parcial
e dual com valores de ativacdo de ECso na faixa micromolar. Quando
confrontados com os valores de ECso do composto homdlogo LDT409, o
derivado LDT809 levou a uma modulagdo negativa significativa do perfil de
ativagao do receptor PPARa e a uma modulacédo negativa nao significativa do
perfil de ativacado do receptor PPARY, mostrando-se também inapto na ativacao
do receptor PPARB/®. Com isso, conclui-se que a estretégia de desomologagéao
da cadeia ao homologo inferior com oito carbonos é tolerada para PPARa; bem
tolerada para PPARY e deletéria para PPARf/5.

Palavras-chave: PPAR; Doenca Hepatica Gordurosa Nao-Alcoolica; LCC;
Cardanol; cLogP.
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ABSTRACT

Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPAR) are nuclear protein
receptors involved in metabolic regulation that are important therapeutic targets
for pathologies such as type 2 diabetes mellitus (DM2) and non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD). These receptors are activated by endogenous ligands,
such as fatty acids, and exogenous ligands, such as fibrates (for PPARa) and
thiazolidinediones (for PPARYy), having hypoglycemic, hypolipidemic, anti-
insulin, anti-apoptotic and anti-inflammatory action. However, this metabolic
activity is linked to some serious adverse effects such as weight gain, edema,
bone fractures and liver toxicity, which is why itis necessary to investigate new
synthetic PPAR ligands. As part of a series of studies aimed at the therapeutic
use of phenoliclipids extracted from cashew nutshell liquid, this work describes
the design, synthesis and evaluation of new PPAR ligands. In this context, a
synthetic strategy based on the molecular improvement of the compound
LDT409 was adopted by reducing the hydrophobic alkyl chain from a 15-carbon
chain (C15 - clog 7.50) to an 8-carbon chain (C8 — cLogP 4,58), in order to
reduce the lipophilicity of the molecule according to the rules postulated by
Lipinski. This synthetic strategy provided six new target derivatives, with yields
ranging from 67% to 90%, which were characterized by spectroscopic methods.
The pharmacological results regarding the activation of murine and human
PPAR receptors demonstrated the ability of these new target derivatives to
perform partial and dual agonistic activity with ECso activation values in the
micromolar range. When confronted with the ECso0 values of the homologous
compound LDT409, the LDT809 derivative led to a significant negative
modulation of the PPARa receptor activation profile and a non-significant
negative modulation of the PPARY receptor activation profile, also showing itself
to be incapable of activating the PPARB/® receptor. With this, it is possible to
conclude that the chain demologation strategy to the lower homologue with
eight carbons is tolerated for PPARa; well tolerated for PPARYy and deleterious
for PPAR/G.

Keywords: PPAR; Non-Alcoholic Fatty Liver Disease; CNSL; Cardanol;
cLogP.
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1 INTRODUGAO

1.1 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES DE
PEROXISSOMO

Receptores Nucleares (RN) sédo proteinas encontradas no interior das
células, nas imediagdes da carioteca, com habilidade de se ligar a cromatina.
Eles integram a familia de fatores de transcricdo modulados pela interagdo com
ligantes, atuando na expresséo ou repressédo de genes e coordenando diversos
processos celulares como homeostase, proliferagdo celular, metabolismo e
reprodugdo. (DE ROBERTIS; HIB, 2014; JONATHAN; ADRIAN; GONZALO,
2021)

De acordo com as propriedades de interagao ao ligante, os RN sao
divididos em trés classes principais: (JONATHAN; ADRIAN; GONZALO, 2021)

o Classe | — receptores esteroide classicos, cujos ligantes endégenos

sao hormonios esteroidais;

o Classe Il — receptores orfaos, que ndo possuem ligante endégeno
conhecido; e
o Classe Ill — receptores nao-esteroide, previamente identificados

como receptores orfaos, cujos ligantes foram posteriormente

identificados.

Os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomo (PPAR)
pertencem a classe Ill dos receptores nucleares e podem ser ativados por
ligantes exdgenos (xenobidticos), sintéticos, naturais e endégenos, sendo estes
provenientes de trés vias: dieta, catabolismo de lipideos e acidos graxos (AG) e
lipogénese de novo (sintese de AG). (DUBOIS et al., 2017; JONATHAN;
ADRIAN; GONZALO, 2021; WAGNER; WAGNER, 2020)

A transcricdo génica mediada por PPAR é regulada por agentes co-
reguladores (ativadores e repressores) responsaveis pela interagdo do receptor
com o material genético. Na auséncia de ligante, os receptores sdo mantidos

na face citoplasmatica da membrana nuclear em estado inativo, pois estdo



acoplados a moléculas correpressoras (p. ex.: proteinas SMRT e NCoR1) que
recrutam histonas deacetilases encarregadas de manter o material genético
condensando e impossibilitar sua transcrigdo. (CHRISTOFIDES et al., 2021;
JONATHAN; ADRIAN; GONZALO, 2021; LANGE et al., 2022; NANJAN et al.,
2018; SHI et al., 2020)

Uma vez ativados por ligantes, os PPAR dissociam-se de seus
correpressores e deslocam-se até o nucleo celular, onde formam
heterodimeros obrigatorios com o Receptor Nuclear Retindide X (RXR),
promovendo o recrutamento de moléculas coativadoras (p. ex.: proteinas
histona acetiltransferases p300/CBP, p160 e SRC-1) responsaveis pelo
alongamento da cromatina e sua consequente ativacéo transcricional (Figura
1). Com isso, o heterodimero transativado torna-se apto a reconhecer os
Elementos de Resposta ao Proliferador de Peroxissomo (PPRE) nas regides
promotoras dos genes-alvo, suscitando aumento nas taxas de transcricao
génica. (CHRISTOFIDES et al., 2021; JONATHAN; ADRIAN; GONZALO, 2021;
LANGE et al., 2022; NANJAN et al., 2018; SHI et al., 2020)

Figura 1: Ativagao do receptor nuclear PPAR

Ligantes PPAR Ligantes RXR
(naturais / sintéticos) @ QO Qe g(;naturais)
Q [

[ Comair )

OPRE

Legenda: Quando ativado por ligantes, o correpressor se desacopla do heterodimero e um
coativador ocupa sua posigdo, recrutando histonas acetiltransferases (HAT) que abrem a
cromatina e possibilitam a transcrigdo génica. (Adaptado de BOECKMANS et al., 2020)



Estruturalmente, os PPAR sao constituidos por cinco dominios funcionais:
o0 dominio variavel N-terminal (A-B), o dominio conservado de ligagado do DNA
(DBD) (C), a regiao de dobradica variavel (D), o dominio conservado de ligagéo
do ligante (LBD) (E) e o dominio variavel C-terminal (F). (Figura 2)
(JONATHAN; ADRIAN; GONZALO, 2021)

Figura 2: Estrutura dos receptores ativados por proliferadores de peroxissomo
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Legenda: (A-B) e (E) sao sitios de ativacao e trans-ativagéo; (C) € o sitio de interacdo com o
DNA; (D) é o sitio de flexibilidade do receptor com localizador celular e (F) é o sitio variavel de
funcbes ndo esclarecidas. (Adaptado de FRUCHART et al., 2019)

O dominio A-B é o menos conservado contendo em si a fungdo de
ativacdo 1 (AF-1), relacionada a ligacdo — de baixa intensidade — de
correguladores independente de ligante. (CHRISTOFIDES et al, 2021,
JONATHAN; ADRIAN; GONZALO, 2021)



O dominio C possui dois dedos de zinco altamente conservados que
direcionam o receptor a cromatina e o auxiliam no reconhecimento dos PPRE,
que sao semi-sitios especificos de DNA dispostos como repeticoes da
sequéncia AGGTCA separadas por até cinco pares de base. Além de estar
intimamente associado ao processo de transcrigdo génica (visto que é formado
por trés a-hélices e a primeira € determinante na especificidade da interacao
com o DNA), este dominio também esta incurso na dimerizagdo do receptor
nuclear. (FRIGO; BONDESSON; WILLIAMS, 2021; JONATHAN; ADRIAN;
GONZALO, 2021; KROKER; BRUNING, 2015)

O dominio D, conhecido como regido de dobradi¢ca, € uma area flexivel
que permite a rotacdo entre dois dominios funcional e estruturalmente
importantes; além de conter sinal de localizagdo nuclear (NLS), que é um
marcador de superficie (constituido por pequenas sequéncias de lisinas ou
argininas carregadas positivamente), incumbido de direcionar o receptor para o
nucleo celular. (JONATHAN; ADRIAN; GONZALO, 2021; KROKER; BRUNING,
2015)

O dominio E compreende quatro fungdes basicas: a segunda interface de
dimerizagcdo do receptor, a area de interacdo com o ligante, a fungcéo de
ativacdo 2 (AF-2) e uma superficie de interagdo com correguladores. Este
dominio, de aproximadamente 270 aminoacidos, é constituido por treze regides
de a-hélices (H1-H12 e H2’) e uma regido de folha-B de quatro fitas, estando
sua area de interacdo com o ligante centralmente localizada. Ensaios de
cristalografia de raios X determinaram que esta area é uma grande cavidade
(que confere aos PPAR a habilidade de interagdo com numerosos ligantes
estruturalmente diferentes), no formato da letra Y, composta trés ramificagdes:
(CAPELLI et al., 2016; FRIGO; BONDESSON; WILLIAMS, 2021; JONATHAN;
ADRIAN; GONZALO, 2021; KROKER; BRUNING, 2015)



o Ramo | — possui quatro residuos polares (H3, H5, H11 e H12) de
carater hidrofilico que fazem parte de uma rede de ligagbes de
hidrogénio que interage com o grupamento carboxilato dos
ligantes;

o Ramo Il — é circundado pelas regides H2', H3, H6, H7 e folha- que
lhe conferem carater altamente hidrofébico, tornando-o local ideal
de interagdo com a cauda hidrofdbica dos ligantes por meio de
interacdes de Van der Waals; e

o Ramo Ill — denominado “grampo de carga”, possui caracteristicas
anfipaticas e é circundado pelas regides H2, H3, H5 e folha-$3, além

de ser componente crucial para estabilizagdo dos correguladores

A AF-2 é formada pela a-hélice H12; que em conjunto com as a-hélices
H3, H4 e H5 estruturam a fenda a qual os correguladores se ligam com alta
afinidade por meio de uma pequena cadeia polipeptidica LXXLL (onde L
codifica o aminoacido leucina e X codifica qualquer outro aminoacido). Em
virtude da conexao ligante-receptor, a a-hélice H12 se fecha sobre a area de
interacdo com o ligante, facilitando a interagdo com moléculas correguladoras e
estabelecendo mudanca conformacional no dominio E, promovendo a ativagao
transcricional do receptor. (CAPELLI et al., 2016; JONATHAN; ADRIAN;
GONZALO, 2021; KROKER; BRUNING, 2015)

Apesar de ser altamente conservado, com 80% de analogia entre as
isoformas de PPAR, o dominio E possui diferencas no tamanho e na
composi¢cdo de aminoacidos que formam a bolsa de interagdo com o ligante,
conferindo a essas isoformas especificidade aos seus respectivos ligantes. Tais
ligantes compartilham trés caracteristicas essenciais que lhe conferem alta
afinidade ao receptor: um grupo com cabega polar (grupo carboxilico), uma
regidao de ligacdo (cadeias longas de hidrocarbonetos) e uma cauda
hidrofébica. (CAPELLI et al., 2016; JONATHAN; ADRIAN; GONZALO, 2021;
MIRZA; ALTHAGAFI; SHAMSHAD, 2019; WANG et al., 2020)



Os PPAR sao endogenamente estimulados por acidos graxos (saturados
e insaturados) e seus derivados, sendo responsaveis pela regulagdo génica do
balango energético, da glicemia, do metabolismo lipidico e da proliferacéo
celular. Uma vez desregulados, esses processos favorecem a patogénese de
doencas metabodlicas como obesidade, sindrome metabdlica (SM), diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA);
evidenciando os PPAR como alvos terapéuticos promissores no tratamento
dessas patologias. (HAN et al., 2017a; LEFERE et al., 2020; NANJAN et al.,
2018)

Alguns genes que contribuem para o desenvolvimento dessas patologias

estao representados na Figura 3.

Além de processos metabdlicos, os PPAR também medeiam outras
fungdes relevantes, como tumorgénese, disturbios neuroldgicos e inflamagao.
Seus efeitos anti-inflamatérios manifestam-se de trés formas distintas: (HONG
et al., 2019)

o pela transcricdo direta de genes que inibem o processo
inflamatério;

o pela inibicdo da ativagdo do fator de transcrigdo nuclear kB (NF-
kB), aumentando a estabilidade dos correpressores de NF-kB e
atenuando a agao de citocinas pro-inflamatorias; e

o pela competicdo ao mesmo conjunto de coativadores do NF- kB.

Ainda que compartilhem fungdes anti-inflamatorias e apresentem elevado
grau de homologia, as trés isoformas de PPAR possuem alguns aspectos que
as distinguem; como os genes que as codificam, sua distribuigdo tecidual e
fungdo metabdlica. (DUBOIS et al., 2017; HONG et al., 2019)

Logo, evidenciam-se os PPARa (codificado pelo gene PPARA, localizado
no cromossomo 22q13.3), PPARp/d (codificado pelo gene PPARD, localizado
no cromossomo 6p21.22) e PPARy (codificado pelo gene PPARG, localizado
no cromossomo3p25.2); receptores pertencentes a classe lll, subfamilia 1,
grupo C dos RN. (WANG et al., 2020; WEIKUM; LIU; ORTLUND, 2018).



Figura 3: Genes-alvo dos PPAR
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Legenda: o = proteina codificada pelo gene; ¢ = fungéo bioldgica da proteina. (BOTTA et al., 2018; CHENG et al., 2019; CHRISTOFIDES et al., 2021; HAN et al.,
2017a; HONG et al., 2019; LEFERE et al., 2020; WANG et al., 2020; XU, Pengfei; ZHAI; WANG, 2018).



1.1.1 PPARa

O PPARa foi a primeira isoforma descrita do grupo de receptores ativados
por proliferadores de peroxissomo e é amplamente expresso em tecidos com
alta demanda oxidativa como figado, coragédo, musculo esquelético, intestino,
rim e tecido adiposo. Uma vez ativado, este receptor modula diversos
processos, dentre eles o metabolismo lipidico nos estados de inanigdo e de
alimentacgao. (SHI et al., 2020; XU, Pengfei; ZHAI; WANG, 2018)

No organismo em jejum, o PPARa hepatico regula positivamente a
expressdao dos genes SLC27A, CPT1, ACADVL, HMGCAS e FGF21;
promovendo o aumento da captagado, transporte e [B-oxidagcdo de AG e
consequente aumento da producédo de acetil-CoA. Este metabdlito, por sua
vez, € utilizado na producédo de corpos cetdnicos que atuam como reserva
energética para tecidos extra-hepaticos. Contudo, no estado alimentado, o
PPARa é responsavel pela regulagédo da sintese de AG e seu armazenamento
como triglicerideos (TG) hepaticos a serem utilizados em periodos de jejum.
(DUBOIS et al., 2017; HONG et al., 2019)

Além disto, o PPARa ativado também estimula a termogénese e oxidagao
lipidica no tecido adiposo marrom (TAM) — pela expressdo de PGC1a —;
aumenta a concentragcdo plasmatica de colesterol HDL (HDL-C) — pela
expressao de APOA —; aumenta o efluxo de colesterol — pela expressédo de
ABCA1 —; e reduz a concentracio plasmatica de TG através da modulagao de
LPL. O gene LPL pode ser ativado de maneira direta, pelo reconhecimento de
PPRE, e de maneira indireta, pela regulacdo negativa de APOC3 (inibidor de
LPL) e positiva de APOA. (CHENG et al., 2019; HONG et al., 2019; LANGE et
al., 2022; MIRZA; ALTHAGAFI; SHAMSHAD, 2019)

Fora sua influéncia no metabolismo lipidico, o PPARa é citado como habil
regulador do metabolismo glicidico e exercendo fungdo anti-inflamatéria no
tecido adiposo. Devido a ativacdo transcricional de FGF21 e ADIPOQ, este
receptor atenua o processo de gliconeogénese enquanto estimula a captagao
de glicose em adipdcitos, intensificando desta forma a sensibilidade a insulina.

Ja sua funcado anti-inflamatdria € exercida, principalmente, pela inibicdo de



mediadores pro-inflamatorios; como IL-6 (sintese de proteinas de fase aguda),
CXCL10 (quimioatragdo e adesdo celular), CCL2 (quimioatracdo) e NF-kB
(regulacéo génica de mediadores inflamatoérios); e pela ativagdo de mediadores
anti-inflamatdérios; como SIRT1, que suprime a resposta inflamatoria mediada
por TNF-a. (CHRISTOFIDES et al., 2021; DUBOIS et al., 2017; LEFERE et al.,
2020; WANG et al., 2020)

Para desempenhar suas atribuicdes, é necessario que ocorra associagcao
do PPARa a seus ligantes, que podem ser naturais; como o acido a-linolénico
(1), a oleoiletanolamida (2), o acido docosaexaenoico (3) e o 4&cido

eicosapentaenoico (4) (Figura 4); ou sintéticos, como os fibratos: fenofibrato

(5), pemafibrato (6), ciprofibrato (7), genfibrozila (8) e clofibrato (9). (Figura 5)
(HAN et al., 2017a; MIRZA; ALTHAGAFI; SHAMSHAD, 2019; WANG et al.,
2020)

Figura 4: Estrutura molecular de ligantes naturais de PPARa.

(1) Acido a- N
linolénico H (3) Acido
Docosaexaenoico

. _ (4) Acido
(2) Oleoiletanolamida Eicosapentaenoico

10



Figura 5: Estrutura molecular agonistas sintéticos de ligantes naturais de PPARa (Fibratos)
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Fibratos sdo farmacos agonistas de PPARa com acéo hipolipemiante
utilizados principalmente no tratamento de dislipidemia e doenca cardiovascular
aterosclerdtica. Quando estimulado por agonistas, a atividade do PPARa é
intensificada gerando aumento de HDL-C plasmatico e degradacédo de
colesterol LDL (LDL-C) e colesterol VLDL (VLDL-C) plasmaticos devido ao
aumento transcricional de APOA e PLTP. Para mais, a terapia com fibratos
estimula a termogénese no TAM (mediada por UCP, PGC1a e PRDM16) e
diminui a glicolise enquanto aumenta a gliconeogénese, evidenciando uma via
de sensibilizagao insulinica mediada por PDK4. (CHENG et al., 2019; DUBOIS
et al., 2017; HONG et al., 2019)

Apesar de amplamente aceitos na clinica médica, devido a baixa
hepatotoxicidade e efeitos adversos administraveis e em pequena quantidade,
os fibratos ainda apresentam algumas desvantagens como sua baixa poténcia

e ocorréncia de nausea, émese e diarreia. (HONG et al., 2019; Xl et al., 2020)
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1.1.2 PPAR B/d

O PPAR[B/®6 é a isoforma menos bem caracterizada dos PPAR, com
propriedades focadas na regulagcdo do metabolismo de AG e dos niveis de
glicose no sangue. Ele apresenta padrdo de expressdo tecidual ubiquo,
contudo, encontra-se em maior quantidade no tecido muscular esquelético e
cardiaco, tecido adiposo, macroéfagos, figado, rim e intestino. (CHRISTOFIDES
et al., 2021; LANGE et al., 2022; SHI et al., 2020)

O PPAR/® pode ser ativado por diferentes ligantes naturais como a
prostaglandina A1 (10), a prostaciclina (11) e o acido palmitoleico (12) (Figura
6) e, quando ativado, exerce fungdes especificas ao tecido em que € expresso.
(HAN et al., 2017b)

Figura 6: Estrutura molecular agonistas sintéticos de ligantes naturais de PPARB/d
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A expressao de PPARB/® no musculo esquelético esta associada a
pratica de exercicio fisico e eleva os indices de B-oxidagc&do, biogénese
mitocondrial, depédsito de glicogénio e captacéo de glicose. Ele ainda reduz os
indices de gliconeogénese e favorece a troca do tipo de fibra muscular
esquelética — de tipo Il (glicolitica de contracao rapida) para de tipo | (oxidativa
de contragdo lenta) — pela regulacdo génica de PGC1a, gene responsavel pela
captacéao de glicose pelo musculo. (HONG et al., 2019; LANGE et al., 2022)

As funcdes musculares exercidas por PPARB/® sdo complementares as
suas fung¢des no sistema digestorio, onde reduz a adsorgao e aumenta o efluxo
de colesterol intestinal pela regulacdo positiva de APOA e PLTP; inibe a
absorcao de lipideos no intestino pela inducdo de FABP e CD36; e regula
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negativamente a lipogénese hepatica ao diminuir a estabilidade da proteina
codificada por SREBF1, além de intensificar a captagdo de glicose através da
transcricdo de SLC2A4. (HAN et al., 2017b; HONG et al., 2019; WANG et al.,
2020; XU, Pengfei; ZHAI; WANG, 2018)

Este receptor, assim como PPARa, medeia processos inflamatoérios pela
repressao de NF-kB, mas também o faz ao promover a polarizacdo do fendtipo
M2 (anti-inflamatorio) de macréfagos no figado e no tecido adiposo, o que €&
consistente com o aumento da oxidagdo de AG (mediada por CPT1, ACOX e
ACADL) e da sensibilidade a insulina. (HAN et al., 2017b; WANG et al., 2020)

Além disso, o PPARP/® reduz os niveis plasmaticos de VLDL-C e TG,
induz o catabolismo lipidico no tecido adiposo — promovendo a termogénese no
TAM (ativando UCP) e o escurecimento do tecido adiposo branco (TAB) — e o
catabolismo de glicose no tecido cardiaco enfatizando o seu papel de facilitador
da combustao energética. (HAN et al., 2017b; HONG et al., 2019)

Em virtude de suas propriedades de melhoria da sensibilidade a insulina e
do perfil lipidico, a isoforma PPARB/® foi identificada como alvo de varios
disturbios metabdlicos; incluindo dislipidemia, obesidade e DHGNA; sendo
possivel ativa-la com agonistas sintéticos como seladelpar (13), L-165041 (14),
GW-501516 (15) e GW-0742 (16). (Figura 7) (HONG et al., 2019; LANGE et al.,
2022; WANG et al., 2020)

Figura 7: Estrutura molecular de agonistas sintéticos de PPARB/5

OH (0]
(14) L-165041
(13) Seladelpar PPARB/5 EC50 = 125 nM

PPARB/5 EC50 = 2 nM

F
(15) GW-501516 0 (16) GW-0742
PPARPB/® EC50 = 1,1 nM PPARpB/S EC50 =1 nM
* descontinuado

D3
[ P/ s D/ s
HOT\O I F HOWAO

13



Estudos clinicos e pré-clinicos anteriores estabeleceram os efeitos, in
vivo, de cada agonista PPARB/d: (BLITEK; SZYMANSKA, 2020; HONG et al.,
2019; KASONGA; KRUGER; COETZEE, 2019; SHI et al., 2020; WANG et al.,

2020)

Seladelpar — reduz os niveis plasmaticos de AG, TG e LDL-C,
aumenta os niveis plasmaticos de HDL-C, melhora a sensibilidade
a insulina e a fungdo hepatica, reverte a dislipidemia, modera o
armazenamento hepatico de lipideos lipotoxicos e assiste a
diminuicao da circunferéncia da cintura e gordura corporal;
L-165041 — induz diferenciacdo de adipdcitos, reduz TG e o
depdsito de lipideos no figado, aumenta expressao de LPL e
possui propriedades anti-inflamatérias;

GW-501516 — reduz os niveis plasmaticos de AG, TG e LDL-C,
aumenta os niveis plasmaticos de HDL-C, diminui a lipogénese e a
gliconeogénese hepatica, aumenta a eliminagédo de glicose e reduz
os niveis séricos de insulina, diminui a hidrolise de TG no tecido
adiposo e diminui o indice de gordura hepatica. Descontinuado por
estar associado ao surgimento de cancer no teste em animais; e
GW-0742 — aumenta a B-oxidagdo e a absor¢cdo de AG, regula
positivamente a expressdo de mediadores anti-inflamatérios e

possui propriedades anti-apoptoéticas e neuroprotetoras.

Ensaios suplementares relatam o papel controverso de PPARB/® na

carcinogénese visto que pode suprimir e promover a tumorigénese. Dado o seu

potencial terapéutico, investigagcdes mais aprofundadas sdo necessarias. Além

disso, relatos apontam que PPARPB/® ativado por agonistas controla a

neuroinflamac&o, neurodegeneragdo e carga amiloide; aludindo-o como
possivel alvo neuroprotetor. (WAGNER; WAGNER, 2020; WANG et al., 2020)
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1.1.3 PPARY

O PPARy € um receptor nuclear apontado como alvo terapéutico para
patologias como diabetes, obesidade e sindrome metabdlica. Ele apresenta
altos niveis de expressao no tecido adiposo e niveis moderados no figado,
musculo esquelético, intestino e células do sistema imunolégico podendo ser
ativado por ligantes naturais como o acido 9-hidroxioctadecadiendico (17), a
prostaglandina J2 (18), o acido 15-hidroxieicosatetraendico (19), a 15-desoxi-A-
12,14-prostaglandina J2 (20) e o acido 13-hidroxioctadecadiendico (21). (Figura
8) (CHRISTOFIDES et al., 2021; HAN et al., 2017b; LIU et al., 2020)

Figura 8: Estrutura molecular de ligantes naturais de PPARy
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A isoforma y deste receptor apresenta trés subtipos variantes derivados
de splicing alternativo: o PPARy1, o PPARy2 e o PPARy3. Ainda que possuam
a mesma especificidade de ligacdo ao DNA, estes subtipos apresentam
diferentes padrées de expressdo tecidual sendo PPAR y1 expresso
ubiquamente, PPARy2 expresso principalmente no tecido adiposo e no
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intestino e PPARy3 expresso no TAB, célon e macréfagos. (LANGE et al.,
2022; WANG et al., 2020; XU, Pengfei; ZHAI, WANG, 2018)

A ativacdo de PPARYy abrange o controle da homeostase glicémica e do
metabolismo lipidico, principalmente no tecido adiposo, figado e tecido
muscular esquelético. No TAM, por meio da expressdo de PGC1a e UCP1,
PPARYy regula, respectivamente, a biogénese mitocondrial e a termogénese;
enquanto no TAB, regula a captacdo de AG — pela transcricdo de LIPE, CD36 e
SLC27A1 — e a lipogénese — pela transcricdo de FGF21, LPL, PEPCK, PLIN1,
PLIN2 e FABP4. A proteina codificada por FABP4 também é responsavel por
facilitar o armazenamento de AG na forma de TG em adipdcitos, o que causa
diminuicdo nos niveis de AG e TG plasmaticos que, por sua vez, leva a
diminuicdo da resisténcia a insulina e previne o acumulo de gordura ectdpica.
Ademais, PPARy modula a diferenciagcao de adipdcitos através da expressao
de ADIPOQ, o qual contribui para a redugdao da resisténcia a insulina.
(CHRISTOFIDES et al., 2021; LEFERE et al., 2020; LIU, Jia et al., 2020;
WANG et al., 2020)

O PPARy também auxilia na manutengdo da homeostase glicémica,
aumentando a captagdo de glicose dependente de insulina através da
expressdo de PEPCK, SLC2A4, IRS1 e IRS2, e regulando a sinalizagao
insulinica por meio da expressao de adipocinas, como a adiponectina, resistina,
leptina (negativa) e TNF-a. A ativacdo desses genes gera aumento na
sensibilidade a insulina, o qual é reforgcado pela regulacdo da secregao de
insulina por células B-pancreaticas e pelos aumentos da gliconeogénese
hepatica e da oxidagdo de AG em TAB. (BOTTA et al., 2018; CHENG et al.,
2019; WAGNER; WAGNER, 2020; XU, Pengfei; ZHAI; WANG, 2018)

Uma caracteristica atribuida ao PPARy é a sua habilidade de induzir
perfis esteatogénicos e antifibréticos no figado. Sob sobrecarga nutricional, o
receptor promove o armazenamento de AG no figado na forma de goticulas
lipidicas, levando a esteatose hepatica. As caracteristicas antifibréticas estéo
associadas a ativacdo do PPAR y2 — subtipo que codifica uma proteina com 28
aminoacidos adicionais no dominio N-terminal e atividade transcricional 5-10
vezes maior que o PPAR y1. O PPAR y2 é altamente expresso em células
estreladas hepaticas quiescentes e, quando ativado, limita a proliferacdo
dessas células que estdo envolvidas na formacdo de tecido fibroso em
resposta a lesdo hepatica. (WANG et al., 2020; Xl et al., 2020).
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O PPARy2 também atua como fator de transcrigdo para genes da cadeia
de transporte de elétrons no DNA mitocondrial de adipécitos marrons regulando
a respiragao celular. (CHRISTOFIDES et al., 2021)

Outrossim, a isoforma y do receptor regula a imunogenicidade de células
dendriticas, reduz a inflamacdo dependente de linfocitos T e modula a
polarizagdo do perfil M2 dos macréfagos (inibindo a ativacdo de NF-kB e a
producdo de TNF-a e IL1), estimulando perfil anti-inflamatério. Além disto
PPARy esta incurso no processo de perda éssea, dado que sua ativagao
endogena suprime a formacdo de osteoblastos (células responsaveis pela
sintese dos componentes organicos da matriz éssea) e sua ativagao
farmacolégica promove a formacao de osteoclastos (células que decompdem o
tecido 6sseo). (BOTTA et al., 2018; LANGE et al., 2022; MIRZA; ALTHAGAFI;
SHAMSHAD, 2019; WANG et al., 2020)

Com o intuito de elaborar farmacos com maior acéo hipolipemiante que os
fibratos, por meio de estudos sobre a relacdo estrutura-atividade, descobriu-se
a primeira tiazolidinadiona (ou glitazona). Neste sentido, a ciglitazona (22),
descoberta em 1982, apresentou efeitos promissores na redugao de lipideos e
glicose em modelos animais; porém, devido a toxicidade hepatica, foi
descontinuada. Em 1988 descobriu-se a troglitazona (23), a primeira utilizada
na rotina clinica por promover a sensibilidade a insulina aumentando a
utilizagdo e diminuindo a producdo de glicose. No entanto, foi retirada do
mercado em 2000 por induzir toxicidade hepatica grave. Em 1999, tanto
rosiglitazona (24) quanto pioglitazona (25) foram aprovadas para uso clinico
por promoverem a melhora dos indices lipidicos e glicémicos com outorga de
seguranga para o sistema hepatico e, apesar de ainda serem utilizadas na
rotina clinica, estas glitazonas acompanham restricdes de uso. As estruturas
moleculares das glitazonas e seus efeitos fisioldgicos e adversos estédo
elencados, respectivamente, na Figura 9 e na Tabela 1. (HONG et al., 2019;
NANJAN et al., 2018)

As tiazolidinadionas sao agonistas PPARy com potente atividade de
sensibilizagdo a insulina que pode ser exercida de maneira direta — pela
reciclagem de AG intracelulares e absor¢do e armazenamento de AG

plasmaticos no tecido adiposo — ou indireta — por meio da liberagdo alterada de
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adipocinas —, sendo por isso utilizadas no tratamento de DM2. Contudo,
apresentam efeitos adversos de alta e média gravidade criando a necessidade
de analise de novos farmacos néao-tiazolidinadidnicos, como os moduladores
seletivos de PPARy, INT-131 (26) e GW-7845 (27), que medeiam padréao
distinto de recrutamento de correguladores proporcionando maior
especificidade e menor toxicidade. Suas estruturas quimicas e efeitos também
estdo descritos na Figura 9 e na Tabela 1. (CHRISTOFIDES et al., 2021;
HONG et al., 2019; NANJAN et al., 2018; XU, Pengfei; ZHAI; WANG, 2018)

Figura 9: Estrutura molecular ligantes sintéticos de PPARY (tiazolidinedionas)
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Tabela 1: Efeitos fisioldgicos e adversos dos agonistas sintéticos de PPARy

GLITAZONAS

Ciglitazona

Troglitazona

Rosiglitazona

Pioglitazona

INT-131

GW-1929

Legenda: azul =

EFEITOS
FISIOLOGICOS

| diferenciacao celular
| angiogénese

1 adipogénese

| osteoblastos

| glicemia

| inflamacao

1 glicolise

| gliconeogénese

| hiperglicemia

| HbA1c

1 HDL-C

| AG

L TG

| insulina

1 diferenciagéao de adipécitos
| inflamacgao

| hiperglicemia

| HbA1c

1 HDL-C

| AG

L TG

| insulina

1 diferenciagao de adipdcitos
| inflamacgao

| risco cardiovascular
| gliconeogénese

| adipogénese

| hiperglicemia

1 glicolise

| edema

| risco cardiovascular
| ganho de peso

| inflamacao

I TG

| AG

| hiperglicemia

1 insulina

efeitos estimulados/aumentados; vermelho =

EFEITOS
ADVERSOS

1 toxicidade hepatica
| fungdo mitocondrial
1 produgao de ROS

1 toxicidade hepatica

1 edema

1 ganho de peso

1 risco cardiovascular

1 LDL-C

1 colesterol total

1 acumulo lipidico em adipdcitos
1 toxicidade hepatica moderada
| fungdo mitocondrial

1 produgao de ROS

1 edema periférico
1 ganho de peso

1 anemia

1 cancer de bexiga
1 osteoporose

ROTINA CLINICA

Descontinuada (1982)

Terapéutica do DM2
(1997-2000)
Descontinuada (2000)

Terapéutica do DM2

Restricao para
pacientes com
histérico de
insuficiéncia cardiaca

Terapéutica do DM2
Adverténcia para o uso
continuo (associado ao

risco de cancer de
bexiga)

Ensaios clinicos

Ensaios clinicos

efeitos inibidos/diminuidos.

(HONG et al., 2019; LIU, Jia et al., 2020; NANJAN et al., 2018; SHI et al., 2020; WANG et al.,
2020; Xl et al., 2020; XU, Pengfei; ZHAI; WANG, 2018)
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Apoiado nisso, pode-se concluir que os PPAR s&o alvos terapéuticos
pertinentes para o tratamento de diferentes patologias tendo seus agonistas
sintéticos fungbes fundamentais na regulacdo metabdlica e excelente
drogabilidade. Vale ressaltar que ainda ha necessidade de melhor
entendimento dos efeitos protetores e deletérios dos PPAR, visto que isto pode
ajudar a preservar a eficacia de seus moduladores e reduzir seus efeitos
adversos. (CHENG et al., 2019; Xl et al., 2020)

1.2 DISTURBIOS METABOLICOS

O conjunto de reagbes organicas realizadas por um organismo para obter
energia e sintetizar as substéncias necessarias a sua sobrevivéncia é chamada
de metabolismo. E finamente regulado por uma série processos quimicos
catalisados por enzimas para manter um conjunto constante de condi¢des
celulares, conjunto este denominado de homeostase. Erros nesse sistema
regulatorio nem sempre sdo indicativos de patogénese, uma vez que
mecanismos compensatorios existem. No entanto, erros criticos podem levar
ao aparecimento de disturbios metabdlicos, que afetam negativamente o
processamento e a distribuicdo de nutrientes pelo organismo. (LI, Yi et al.,
2021)

O consumo exacerbado de alimentos altamente caldricos e com baixo
teor de fibras acompanhado da diminui¢cdo dos niveis de atividade fisica tem
contribuido para a progressao na prevaléncia de disturbios metabdlicos. A
obesidade (caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura causado por
consumo energético superior aquele necessario pelo organismo para sua
manutengado) é considerada importante fator de risco para o desenvolvimento
de varias doengas metabolicas, como resisténcia a insulina (RIl), diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), aterosclerose, hipertensdo e doenga hepatica gordurosa
nao alcodlica (DHGNA) — doenga hepatica crénica mais prevalente no mundo e
que constitui significativo fardo econémico para os sistemas de saude. (AGUS;
CLEMENT; SOKOL, 2021; HUANG; BEHARY; ZEKRY, 2020; LI, Yi et al.,
2021)
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1.2.1 Doenga Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica

A DHGNA é um disturbio hepatico crénico que acomete aproximadamente
25 % da populagcdo mundial, sendo caracterizada pela deposi¢ao de particulas
lipidicas em mais de 5 % das células hepaticas na auséncia de fatores
secundarios; como consumo excessivo de alcool, hepatite viral ou autoimune,
disturbios hepaticos congénitos ou uso de medicamentos indutores de
esteatose. Este disturbio esta intimamente associado a fatores de risco
metabdlicos (RI, DM2 e obesidade) que favorecem seu desenvolvimento em
quatro diferentes estagios: esteatose hepatica, esteato-hepatite ndo alcodlica
(EHNA), fibrose hepatica e cirrose. Quando néo tratada, a fibrose associada a
EHNA tende a progredir para cirrose, causa mais comum o desenvolvimento de
doenca hepatica terminal ou carcinoma hepatocelular (CHC). (FILIPOVIC et al.,
2021; JUANOLA et al., 2021; POWELL; WONG; RINELLA, 2021; TILLMAN;
ROLPH, 2020)

Na fisiopatologia da DHGNA (Figura 10), a ingestao de dieta ocidental,
rica em frutose, estimula a lipogénese de novo (LDN) e atenua a 3-oxidagao de
AG, levando ao aumento das concentragdes intra-hepaticas de AG livres, que
por sua vez sao esterificados com glicerol e armazenados como TG intra-
hepaticos. Ao mesmo tempo, os mecanismos compensatorios responsaveis
pela eliminagcao dos lipideos hepaticos, como a exportacdo de TG na forma de
VLDL-C, séo deficientes promovendo desequilibrio energético que gera
sobrecarga nos orgaos metabdlicos periféricos, como o tecido adiposo.
(JUANOLA et al., 2021; POWELL; WONG; RINELLA, 2021; TILLMAN; ROLPH,
2020)

Os AG livres na DHGNA sao provenientes da dieta hipercaldrica (10-20
%), da LDN (25-35 %) e do tecido adiposo (55 %), sendo a RI o principal
contribuinte para essas altas concentracdes derivadas do tecido adiposo, uma

vez que prejudica a supresséo da lipdlise e atenua a absorgdo da gordura da
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dieta. Paralelamente, o tecido adiposo disfuncional apresenta secrecao
reduzida de adiponectina, a adipocina responsavel pela sensibilidade a
insulina, efeitos hepatoprotetores (como aumento da B-oxidagcéo e diminuigdo
da gliconeogénese e da LDN) e propriedades anti-inflamatérias (como
diminuicdo da ativagao e proliferagdo de células estreladas hepaticas (HSC) e
inibicdo de citocinas pro-inflamatérias) (ISHTIAQ et al., 2019; MARJOT et al.,
2020).

Figura 10: Fisiopatologia da DHGNA
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Legenda: (A) O aumento de AG livres derivados da lipdlise do tecido adiposo € o aumento da
LDN hepatica levam a esteatose hepatica, aumentando a mortalidade cardiovascular e
relacionada a faléncia hepatica; (B) O acumulo lipidico intra-hepatico conduz processos
fisiopatolégicos através de hepatécitos, KC e HSC produtoras de colageno. Essa exposi¢ao
continua a estressores subjacentes (desregulacdo metabdlica, lipotoxicidade) sustenta um
fendtipo inflamatério e fibrotico, levando a fibrose e cirrose progressivas. (Adaptado de
TILLMAN; ROLPH, 2020)

A convergéncia de insultos téxicos ao figado; como aumento de AG livres
circulantes, Rl e tecido adiposo disfuncional, criam estado pré-inflamatério
facilitador para progressdo a fibrose hepatica. Os hepatdcitos lesionados
secretam moléculas imunogénicas que ativam as células de Kupffer (KC),
macrofagos residentes no figado que, quando estimulados, liberam citocinas
pro-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-a) exacerbando assim a lesdo das células
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hepaticas (através do estresse reticular), promovendo apoptose e recrutamento
de mais macrofagos periféricos, células T e neutrofilos para o sitio inflamado,
aumentando a producido de ROS. Além disso, KC também secretam TGF-8 e
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que estimulam a formacgao
de HSC; miofibroblastos hepaticos que, se proliferam em resposta as citocinas
pré-inflamatérias secretando proteinas da matriz extracelular, promovem a
fibrose hepatica. (HUANG; BEHARY; ZEKRY, 2020; ISHTIAQ et al., 2019;
MARJOT et al., 2020; POWELL; WONG; RINELLA, 2021)

A ma alimentacdo também contribui para alteragdes na microbiota
intestinal atuando na progressdo da DHGNA através do eixo intestino-figado.
Ensaios clinicos demonstraram que pacientes com DHGNA apresentam
microbiota intestinal ndao saudavel e aumentada, com supercrescimento
bacteriano do intestino delgado predominante. Acredita-se que esse
supercrescimento bacteriano esteja associado a alguns mecanismos
patolégicos da DHGNA; como aumento da permeabilidade intestinal e
translocagdo de bactérias luminais ou seus produtos para o figado, o que
promove processo inflamatério pelo aumento da carga de citocinas proé-
inflamatorias e favorece a fibrose hepatica. (JUANOLA et al., 2021; MARJOT et
al., 2020; POWELL; WONG; RINELLA, 2021)

Atualmente, a DHGNA é a segunda principal causa de doenca hepatica
terminal e uma das principais razdées para transplante de figado em adultos,
representando aproximadamente 8,4% dos transplantes anuais. Cerca de % da
populagdo com DHGNA progride para EHNA, sendo essa mais prevalente na
populagdo masculina e idosa (= 60 anos). Ademais, compreende-se que cerca
de 56% dos pacientes portadores de DM2 e 67% dos pacientes obesos
desenvolvem DHGNA, tornando-a uma patologia emergente de extrema
importancia médica. (HUANG; BEHARY; ZEKRY, 2020; JUANOLA et al., 2021;
POWELL; WONG; RINELLA, 2021; TILLMAN; ROLPH, 2020)
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Apesar da necessidade médica, até o presente, ndo ha tratamentos
aprovados para DHGNA/EHNA. Mudangas no estilo de vida (dieta e exercicios)
podem levar a perda significativa de peso e mostrar beneficio clinico, mas a
sua adesdo a longo prazo é ruim. Uma terapéutica ideal precisaria atingir o
principal condutor da doenca: a deposicao elevada de lipideos nos hepatdcitos.
Ao eliminar o dano patogénico subjacente, o estresse oxidativo e reticular, bem
como a lipotoxicidade dos hepatécitos serdo reduzidos, diminuindo a ativacao
de vias apoptética e permitindo assim a resolugdo das sequelas a jusante da
inflamacéo e fibrose hepatica. Nos ultimos anos, o tratamento farmacologico
contra DHGNA/EHNA cresceu exponencialmente, no entanto, esses farmacos
ainda apresentam algumas limitacbes devido a efeitos adversos, como
disturbios gastrointestinais, hipoglicemia, disfungcao hepatica, mialgia, ganho de
peso e danos cardiovasculares. Com isso, entram em foco os PPAR, que sao
importantes reguladores lipidicos promotores de respostas anti-inflamatorias.
Existem muitas diferengas farmacoldgicas entre os agonistas PPAR que afetam
sua eficacia, tornando dificil dizer qual PPAR é o melhor para tratar
DHGNA/EHNA; no entanto, os agonistas duais ou pan-agonistas de ultima
geragdo sao atualmente a abordagem mais promissora. Portanto, encontrar
candidatos a farmacos eficazes para o tratamento de doencas metabdlicas a
partir de produtos naturais tem atraido cada vez mais atengédo. (CHENG et al.,

2019; TILLMAN; ROLPH, 2020; XU, Xinmei et al., 2021)

1.3 AGONISTAS PPAR SINTETICOS NO TRATAMENTO DA DOENGA
HEPATICA GORDUROSA NAO ALCOOLICA

Muitas das farmacoterapias voltadas para o tratamento da DHGNA
baseiam-se na melhora da RI, um dos contribuintes centrais para o
agravamento da doenca. Porém, essa estratégia terapéutica é insuficiente
quando utilizada isoladamente. Diante disso, moduladores de PPAR -

previamente empregados no tratamento de condigdes metabdlicas como
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obesidade, dislipidemia e DM2 — tém sido considerados quanto ao seu impacto
na regulagdo do metabolismo na DHGNA, uma vez que estédo
fisiopatologicamente e epidemiologicamente correlacionados com essas
condicdes e coordenam vias metabdlicas centrais e periféricas. (LANGE et al.,
2022; LEFERE et al., 2020; POWELL; WONG; RINELLA, 2021)

Os PPAR mais utilizados na terapéutica da DHGNA sao o PPARaq, devido
a sua baixa expressao no decorrer da EHNA, e o PPAR vy, devido a sua
influéncia metabdlica no tecido adiposo. No entanto, a terapia com fibratos ou
tiazolidinadionas apresenta sucesso clinico limitado, uma vez que
desencadeiam efeitos adversos graves como insuficiéncia renal, elevagao das
taxas plasmaticas de aminotransferases hepaticas (AMTH), agravamento dos
escores fibréticos, perda éssea, edema e aumento do risco cardiovascular.
(CHENG et al., 2019)

Alicercado nisso, tem-se aumentado o interesse no desenvolvimento de
agonistas mais especificos e seletivos como os moduladores seletivos de
PPAR (SPPARM) — que direcionam e ativam genes especificos com o intuito
de minimizar os efeitos adversos, ao passo que mantém a eficacia terapéutica
— e de agonistas capazes de ativar multiplos PPAR simultaneamente.
Hipotetiza-se que agonistas com propriedades combinadas de dois ou mais
PPAR serao mais eficazes no manejo clinico de DHGNA, visando a redugao de
TG e aumento de HDL-C, tipico de fibratos, bem como a sensibilizacdo a
insulina e ac&o hipoglicemiante de tiazolidinadionas. Os compostos que ativam
mais de um PPAR (agonistas duais ou pan-agonistas) podem ser benéficos
contra desequilibrios lipidicos e glicémicos, pois exibem maior eficacia e
minimizam a necessidade de intervengdes farmacolégicas duplas, reduzindo
assim os efeitos adversos e o risco associado a administracdo de dois
compostos farmacolégicos individuais. (CHRISTOFIDES et al, 2021;
WAGNER; WAGNER, 2020)

Os agonistas duais e pan-agonistas PPAR atualmente aprovados, ou em
fase de teste clinico, estdo relacionados na Tabela 2.
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AGONISMO

PPARaly
ECso PPARa = 3,6 uM
ECso PPARy = 0,2 uM

PPARaly
ECso PPARa = 0,02 uM
ECso PPARy = 0,018 M
PPARG/B(3)ly
ECso PPARa = 37,37 uM
ECso PPARB/5 = 40,3 pM
ECso PPARY = 64,76 M

PPAR/B(3)ly
ECso PPARa = 1,5 uM
ECso PPARB/5 = 0,87 pM
ECso PPARy = 0,21 uM

PPARa/d

ECso PPARa = 45 nM
ECso PPAR & = 175 nM

PPARaly
ECso PPARa = 0,65 pM
ECso PPARy = 3 nM

SPPARM a
ECso PPARa = 42 nM

ENSAIO CLIiNICO

Fase llI

Descontinuado

Aprovado para uso clinico

Aprovado para uso clinico

Fase Il

Fase lll

Aprovado para uso clinico

Fase Il

Tabela 2: Agonistas duais e pan-agonistas PPAR utilizados no tratamento da DHGNA.

AGAO FISIOLOGICA

1t PGC1-a
| SIRT1

LRI
| TG

| Glicemia
| TG
| LDL-C

1 HDL-C
1| TG
| AG livres
LRI

| Glicemia
| TG
| LDL-C
LRI

| Fibrose

| AMTH
| Glicemia

1 HDL-C

IR
| TG

| AMTH
| Glicemia

| VLDL-C
LRI
1 HDL-C

| Inflamagéao

| Fibrose
| Presséao
portal

| Inflamagéao

| Fibrose
| AMTH
1+ HDL-C

1 TG

| LDL-C
LRI

I TG

EFEITOS ADVERSOS

1 Risco cardiovascular
1 Toxicidade mitocondrial
1 Creatinina sérica
| Funcao renal

1 Edema
1 Peso

1 Creatinina sérica
1 Nausea
| Fungao renal

1 Risco de anemia
1 Edema
1 Peso

1 Creatinina sérica
| Fungao renal

1 Risco gastrico
1 Nausea
1 Emese

1 Creatinina sérica

Adaptada de CHENG et al., 2019; FRUCHART, Jean-Charles et al., 2021; HONG et al., 2019; HUANG; BEHARY; ZEKRY, 2020; LANGE et al., 2022; MARJOT et
al., 2020; NAUCK; WEFERS; MEIER, 2021; WANG et al., 2020; XI et al., 2020).
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1.4 LIPIDEOS FENOLICOS DE Anacardium occidentale

O Anacardium occidentale, popularmente conhecido como cajueiro, €
uma planta arbérea, originaria do Brasil e adaptada a regides com clima
tropical. Mundialmente difundida no século XVI, a familia Anacardiaceae
encontra-se presente em paises como Brasil, india, Costa do Marfim e Vietna.
(BORGES, 2021; MUBOFU; MGAYA, 2018; NYIRENDA et al., 2021; SOUZA et
al., 2022)

Economicamente, a cajucultura € uma atividade de extrema significancia
na agroindustria do Nordeste do Brasil concentrando 98 % do cultivo no pais.
De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), o principal
propésito do cultivo do cajueiro € sua castanha que atingiu produgéao nacional
de 123 mil toneladas em 2022. (BORGES, 2021; MUBOFU; MGAYA, 2018;
OLIVEIRA et al., 2020)

Adversamente a crenga popular, o real fruto do cajueiro é a castanha do
caju, que por sua vez apresenta trés elementos distintos: a pelicula, a améndoa
e a casca. (OLIVEIRA et al., 2020)

o Pelicula — rica em tanino, representa 3 % do peso da castanha,;
o Améndoa — parte comestivel da castanha, representa 27 % de seu peso;
o Casca — representa 70 % do peso da castanha e revela-se como uma

fonte abundante e barata de compostos naturais.

Outrossim, a casca da castanha do caju é composta por trés camadas
distintas: o epicarpo, o mesocarpo e o endocarpo. (Figura 11) (OLIVEIRA et al.,
2020; SERRANO; DE OLIVEIRA, 2013a)

o Epicarpo — camada mais externa com aparéncia coriacea,;

o Mesocarpo — camada intermediaria de aspecto esponjoso com alvéolos
preenchidos por um liquido caustico e inflamavel, denominado liquido da
casca da castanha do caju (LCC); e

o Endocarpo — camada mais interna com aspecto duro cuja fungao é

proteger a améndoa.
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Figura 11: Caracteristicas do caju e sua castanha

ey

endocarpo mesocarpo  epicarpo améndoa

Legenda: (1) Castanha do caju in natura; (2) Castanha aberta em seu sentido longitudinal, com
suas diferentes camadas expostas e; (3) Caju, o fruto do cajueiro. (SERRANO; DE OLIVEIRA,
2013b)

O LCC é um fluido viscoso marrom-avermelhado reputado por ser uma
fonte abundante de lipideos fendlicos com cadeias laterais alifaticas longas,
portando diferentes graus de insaturagao. Essa mistura de fendis € constituida,
em sua maioria, por compostos que exibem propriedades biologicas e
farmacolégicas (o que os tornam alvos para o desenvolvimento de novos
farmacos), sendo eles o acido anacardico, o cardanol, o cardol e o 2-
metilcardol. (Figura 12) (ANDRADE et al., 2011; BHUNIA et al., 2000; DE
SOUZA et al., 2018)

Figura 12: Lipideos fendlicos que compdem o Liquido da Casca da Castanha do Caju (LCC).
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O LCC é extraido da casca da castanha do caju mediante trés
metodologias definidas, e assim originando duas categorias diferentes de LCC,
como ilustrado no Esquema 1. (MUBOFU; MGAYA, 2018; NYIRENDA et al.,
2021)

Esquema 1: Metodologias de extragdo do LCC da casca da castanha de caju e seus
respectivos produtos.

PRENSAGEM
MECANICA

CASCA DA
LCC in natura CASTANHA DE
CAJU

AQUECIMENTO LCC TECNICO

\ 4

\ 4

SOLVENTE

Estudos prévios comprovaram que a extragdo com solventes organicos
em condi¢cbes brandas preserva a composi¢cao natural do LCC. Usualmente
ocorrendo em aparelho Soxhlet, nessa metodologia as cascas das castanhas
sdo fragmentadas e o 6leo € extraido através de um processo de refluxo
intermitente do solvente. Tal como a extragdo por prensagem mecanica, essa
metodologia originara o LCC in natura, composto por acido anacardico (71-82
%), cardanol (1,6-9,2 %), cardol (13,8-20,3 %) e tracos de 2-metilcardol.
(ARAUJO et al., 2019; MUBOFU; MGAYA, 2018; NYIRENDA et al., 2021;
RWAHWIRE et al., 2019)

No processo de obtencido do LCC técnico, as cascas das castanhas, e o
préprio LCC in natura, sdo submetidos a altas temperaturas (180-200°C),
promovendo a descarboxilagdo do acido anacardico e sua subsecutiva
conversdo em cardanol. Em consequéncia desta conversao, este 6leo de grau
técnico apresenta em sua composigao cardanol (63-95%), cardol (3,8-18,9%),
tragcos de acido anacardico e 2-metilcardol e material polimérico advindo da
reacdo térmica (Tabela 3) (ARAUJO et al., 2019; SOUZA et al., 2022).
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Tabela 3: Percentual das misturas dos diferentes componentes presentes no liquido da casca
da castanha de caju.

COMPONENTES LCC NATURAL (%) LCC TECNICO (%)
Acidos Anacardicos 71-82 0-18
Cardanois 1,6 -9,2 63 —-95
Cardois 13,8 - 20,3 3,8-18,9
2-Metilcardol 1,6 -39 1,2-52
Material polimérico — 0-21,6
Componentes secundarios 0-2,2 0-4

Os lipideos fendlicos presentes no LCC apresentam comportamento
anfipatico devido a presenga de anel aromatico com grupos funcionais polares
distintos e uma cadeia lateral aciclica com 15 &atomos de carbono e
insaturagdes. Estas caracteristicas estruturais conferem propriedades unicas a
esses lipideos fendlicos, visto que viabilizam sua derivatizagado/modificacédo em
amplo espectro de compostos de importéncia bioldgica e industrial. (DE
SOUZA, et al., 2018; HAMAD; MUBOFU, 2015; MUBOFU; MGAYA, 2018)

1.5 AGONISTAS PPAR PLANEJADOS A PARTIR DO LCC

Estudos desenvolvidos em colaboragdo com o grupo da Profa. Carolyn
Cummins da Universidade de Toronto mostraram que derivados planejados a
partir dos lipideos fendlicos presentes no LCC atuam como agonista PPAR. As
séries com derivados contendo a cadeia lateral hidrofobica com 15 atomos de
carbono (C15) apresentaram diferentes e individuais perfis de ativagcdo —
especifico PPARa, seletivos duais PPARa/PPARy e PPARa/PPARYy, e pan-
PPAR — frente aos trés subtipos de receptores-alvo: PPARa (ECso 0,5 uM a 67
puM), PPARYy (ECs0 0,9 uM a 50 uM) e PPARB/d (ECso 10 uM a 100 uM) (SAHIN
et al., 2022). Os compostos-alvo apresentaram relevante efeito em hepatdcitos
primarios de camundongos com o aumento da expressao de genes envolvidos
na oxidagao (FGF21, PDK4 e CPT1), captagcdo de acidos graxos (FABP1 e
CD36) bem como induziram a expressao do transportador de glicose GLUT4,
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da adiponectina sensibilizadora de insulina sem induzir fortemente os genes
relacionados a adipogénese (PPARa, CEBPa, aP2) (SAHIN et al.,, 2022;
CUMMINS, C., MAGOMEDOVA, L., ROMEIRO, L. A. S., 2014; ROMEIRO;
CUMMINS; MAGOMEDOVA, 2016; ROMEIRO; CUMMINS; MAGOMEDOVA,
2017).

Como prova de conceito da eficacia in vivo, o derivado LDT409 (39)
(Figura 13) foi testado em camundongos com dieta rica em gordura para tratar
resisténcia a insulina, hiperlipidemia e esteatose hepatica. Os camundongos
tratados com LDT409 perderam peso, apresentaram melhora na tolerancia a
insulina e niveis mais baixos de triglicerideos no sangue em comparagao com o
grupo de controle que recebeu apenas a dieta rica em gordura. A analise do
figado mostrou redugdo no acumulo de gordura, juntamente com o aumento da
expressdo de genes relacionados a oxidagcdo, como o FGF21. A massa do
tecido adiposo diminuiu significativamente e genes relacionados a conversao
de adipdcitos brancos em adipocitos marrons (UCP1) foram fortemente
ativados. Esses resultados indicam que o LDT409 (39) aumentou a quebra de
gordura e o gasto de energia, sem causar os efeitos colaterais dos fibratos e
glitazonas, mostrando potencial para o tratamento de hiperlipidemia, diabetes,
obesidade e esteatose hepatica (SAHIN et al., 2022).

Figura 13: Agonista parcial PPAR LDT409 (39).

HO
(o)

(o]

No contexto da regra de Lipinski (Ro5), que considera caracteristicas
fisico-quimicas e atributos estruturais para previsdo de biodisponibilidade oral
(drogabilidade), LDT409 preencheu 3 dos 4 requisitos: peso molecular <500,
numero de aceptores de ligagdo de hidrogénio (nALH) <10 e numero de
doadores de ligacédo de hidrogénio (nDLH) <5; entretanto, apresentou

lipofilicidade (cLogP 7,5) maior que cLogP <5, o que demanda uma nova etapa
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de estudos que € a otimizagdo do composto-protétipo LDT409 por meio de

modificagdes estruturais.

A diversificagdo da estrutura do composto-protétipo LDT409 objetiva
compreender a importancia do arcabouco molecular quanto suas
caracteristicas de reconhecimento molecular bem como dos descritores fisico-
quimicos associados. Neste sentido, a nova série de compostos concebidos
pela diminuicdo da cadeia hidrofébica C15 (cLogP 7,50) para hidrofébica C8
(cLogP 4,58) permitira avaliar a relevancia das contribuicdes hidrofébicas n&o
aromaticas em ambas as séries para o perfil de atividade e farmacocinética
bem como confrontar a adequagdo do cLogP a Ro5 para esta classe de

compostos estruturalmente especificos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esta dissertacdo teve por objetivo sintetizar e avaliar in vitro novos
agonistas PPAR planejados a partir da mistura de cardanois visando a

otimizagado do Composto-Protétipo LDT4009.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar novos agonistas PPAR utilizando o composto LDT409
como arcabouco molecular;

o Avaliar a ativagao da transcrigdo de PPAR por ensaio gene reporter
in vitro; e

o Estabelecer relacdo estrutura-atividade dos novos analogos
obtidos;
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3 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os PPAR sao receptores nucleares habeis na regulagdo metabdlica e
constituem alvos terapéuticos valiosos no tratamento de doengas metabdlicas.
Suas trés isoformas compartilham semelhancgas estruturais no LBD, dominio
que comporta uma cavidade hidrofobica constituida por trés ramos. Devido ao
seu tamanho relativamente grande (= 1400 A®), essa cavidade é capaz de
reconhecer uma variedade de compostos naturais e sintéticos, como AG
hidrofébicos ao PPARa e AG hidroxilados ao PPARy. Em contrapartida, o
PPARPB/d apresenta a menor cavidade dentre as isoformas devido a alteragbes
proximas a regidao a-helicoidal H2, tornando-o mais seletivo e incapacitando-o
de acomodar ligantes com grandes grupos hidrofébicos. (BRUNETTI et al.,
2020; SBLANO et al., 2022)

Todavia, a atividade biolégica de ligantes depende ndo apenas da
interacdo com o receptor, mas também de sua permeabilidade e
biodisponibilidade; caracteristicas inferidas a partir da solubilidade e dos
coeficientes de particdo (cLogP) e de distribuicdo (cLogD) de uma molécula.
Ambos os coeficientes sao definidos como a razdo entre as concentragdes de
equilibrio de composto dissolvido em sistema bifasico (fase lipidica/fase
aquosa), porém cLogP analisa o composto em sua forma neutra enquanto
cLogD analisa o composto em sua forma ionizada. Em outras palavras, cLogP
determina a lipofilicidade do ligante em sua forma neutra e cLogD determina a
em sua forma ionizada em determinado pH do meio. Na perspectiva da
pesquisa farmacéutica, esses coeficientes, juntamente com a solubilidade,
auxiliam na especificacdo de parametros como absorgdo, distribuigcao,
metabolismo, excregao, biodisponibilidade, poténcia/eficacia, duracdo da acao
e toxicidade; contribuindo para a sintese e otimizagdo de agonistas PPAR de
agao balanceada com poucos ou nenhum efeito colateral. (BRUNETTI et al.,
2020; SBLANO et al., 2022)

Ligantes modelo apresentam equilibrio entre lipofilicidade e hidrofilicidade,
sendo suficientemente lipofilicos para particionar ao transpor a bicamada
lipidica, mas n&o tao lipofilicos ao ponto de se reparticionar uma vez mais

dentro da bicamada. Concomitantemente, a lipofilicidade dos compostos tem o
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potencial de torna-los toxicos, pois cLogP = 5 (Lipinski's rule of five') alude a
maior afinidade a proteinas plasmaticas, maior deposicdo em adipdcitos,
distribuicdo mais ampla no organismo e menor seletividade. Portanto,
recomenda-se que o ligante seja o mais hidrofilico possivel para que possa
circular livremente na corrente sanguinea em altas concentragdes, e lipofilico o
suficiente para que retenha afinidade de ligagdo adequada ao receptor. Dentre
os fatores que podem intervir na lipofilicidade de ligantes, destacam-se:
(SBLANO et al., 2022; SPEIGHT, 2018a, b)

o Polaridade — diretamente proporcional a hidrossolubilidade da
molécula. Cadeias de hidrocarbonetos conferem um carater mais
apolar e grupos funcionais com atomos eletronegativos (RNH2,
ROH e RCOOH) conferem carater mais polar;

o Tamanho molecular — compostos quimicos estruturalmente
relacionados apresentam cLogP diretamente proporcional ao
tamanho molecular/volume molar, uma vez que grupos funcionais
semelhantes exibem interagbes intermoleculares semelhantes,
resultando em aumento sistematico das forgcas de dispersao.

Atualmente, os agonistas PPAR mais utilizados s&do moléculas polares de
carater acido com capacidade reduzida de atravessar membranas bioldgicas.
Nesse contexto, uma linha de pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de
aprimorar estratégias terapéuticas que empregam o uso de derivados de
cardanol saturados e insaturados. Ensaios in vitro, previamente realizados em
nosso grupo, estabeleceram que a capacidade de ligantes de ativar a
transcricdo de receptores PPAR esta correlacionada com alguns marcadores
quimicos, como o grupamento acido carboxilico que induz o aumento na
poténcia do composto e a presenga do grupo dimetila geminado na subunidade
a-carbonila que melhora o perfil de ativagdo transcricional dos receptores.
(FERREIRA, 2018; LI, Yunwei et al., 2023)

1 Lipinski's rule of five — conceito que prediz a probabilidade de uma molécula bioativa ser
oralmente biodisponivel com base em suas propriedades fisico-quimicas. Esta regra baseia as
propriedades farmacocinéticas de um farmaco em quatro propriedades fisico-quimicas: 1.
possuir ndo mais que 5 doadores de ligagdes de hidrogénio; 2. possuir ndo mais que 10
aceptores de ligagbes de hidrogénio; 3. possuir peso molecular inferior a 500 Daltons; 4.
possuir coeficiente de particdo nao superior a 5. para ser considerada oralmente ativa, uma
molécula ndo pode violar mais do que uma dessas propriedades. (DE OLIVEIRA, Ewerton
Cristhian Lima et al., 2021)

37



Com base nisso, foram planejados novos analogos derivados do cardanol

baseados em dois padrées moleculares: (Esquema 2)

o Padrdo | — presenca da subunidade a-ariloxicarboxilica visando
interacao com residuos de histidina e tirosina no LBD dos PPAR,
responsaveis pelo recrutamento de coativadores, estabilizacdo do
receptor e modulagdo da subunidade octila;

o Padrao Il — presenca de cadeia lateral contendo 8 carbonos

saturados para aumentar a lipofilicidade do composto.

Esquema 2: Planejamento estrutural de derivados-alvo

Subunidade Farmacoférica

Subunidade Auxoférica

Subunidade Farmacoférica

Legenda: destaque para as regides que interagem com o LDB do receptor. Cabegas com
carater polar ocupam o ramo | (hidrofilico) do receptor PPAR, formando ligagdes de hidrogénio
com residuos de histidina e tirosina, auxiliando na estabilizagao do fator AF-2 e promovendo a
atividade transcricional. Ademais, modelos farmacoféricos apontam que o anel benzénico
ocupa o ramo lll do receptor e a cauda hidrofébica ocupa o ramo Il, formando interagdes

hidrofébicas que aumentam a afinidade e eficacia da ligagao (LI et al., 2023).
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4 ESTRATEGIA SINTETICA

A obtencdo dos derivados alvo foi planejada a partir da mistura de
cardanois de acordo com a rota sintética apresentada no Esquema 3, e utilizou
reagdes classicas da quimica organica envolvendo O-alquilagdo, reducéo,
condensacao e O-desalquilagdo, por meio de interconversdo de grupos

funcionais em condicdes experimentais convencionais e sob refluxo.

Esquema 3: Planejamento sintético dos derivados-alvo.

e OH
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a) CHl, K,CO3 Me,CO; b) i.03/0, CH,Cly:CH30H, 0 °C, ii. NaBH,, EtOH; ¢) CH3SO,CI, TEA, CH,Cly;
d) LiAIH, THF, t.a., e) BBry CH,Cly 0 °C; f) BrYCO,Et, K,CO5 Me,CO; g) LiOH, THF-H,0, ta.

Diante disso, a rota adotada (Esquema 3) foi iniciada com a metilagdo da
mistura de cardanois insaturados (LDT10i, 40), doada pela empresa
RESIBRAS®, resultando na mistura metilada (LDT27i, 41), a qual foi submetida
a ozonolise seguida de redugdo com boroidreto de sdédio, levando ao alcool
primario LDT72 (42). O composto LDT72 foi submetido a reagdo de

condensacao com cloreto de metanossufonila resultante no éster sulfénico
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LDT72Ms (43) e posteriormente reduzido com hidreto de litio e aluminio ao
composto LDT827 (44) contendo o grupo metila terminal na cadeia com 8
carbonos. Por fim, o éter 44 foi desmetilado com BBrs originando o derivado-
alvo LDT810 (45).

A O-alquilacdo do fenol 45 com seus [1-bromoésteres correspondentes,
na presenga de carbonato de potassio em acetona ou acetonitrila, deu origem
aos [(-oxiésteres LDT808 (46) e LDT815 (47). Estes ésteres foram entdo
submetidos a hidrdlise na presenca de hidroxido de litio e catalisador de
transferéncia de fase Aliquat336®, em uma mistura de tetraidrofurano e agua,
levando aos respectivos acidos carboxilicos LDT809 (48) e LDT816 (49),
finalizando a série composta pelos derivados-alvo com cadeia alquilica
saturada com 8 carbonos.

Os compostos sintetizados, intermediarios e finais, foram estruturalmente
caracterizados através da analise de espectros de ressonéancia de hidrogénio-1
e carbono-13, realizados no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Paralelamente, os ensaios referentes a atividade biologica, os
quais avaliaram o perfil de ativagao in vitro dos receptores PPAR por meio do
ensaio de gene repdrter, foram realizados na Faculdade de Farmacia Leslie

Dan da Universidade de Toronto, Canada.
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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 Inovagbes Terapéuticas (LDT), na
Universidade de Brasilia (UnB) no periodo de agosto de 2019 a agosto de
2022.

Os reagentes e solventes quimicos utilizados na sintese dos compostos
foram adquiridos das industrias: Sigma-Aldrich® (EUA), Tedia® (EUA),
PanReac® (Espanha) e BioGrade® (Inglaterra/EUA). Determinados solventes
e reagentes requeriam tratamento antes do uso, seguindo as metodologias
especificadas na Tabela 4. A mistura de cardandis destilada foi obtida a partir
de doacgao da empresa RESIBRAS®.

Tabela 4: Metodologias para secagem de solventes.

SOLVENTES TRATAMENTO

Acetonitrila Hidreto de Calcio + Destilagao

Diclorometano Hidreto de Calcio + Destilagao

Purificacdo em Coluna Cromatografica contendo Sulfato de Sdédio,
Tetraidrofurano | Sulfato de Magnésio e Cloreto de Calcio + Hidreto de Calcio +
Destilagao

REAGENTE TRATAMENTO

Trietilamina Hidreto de Calcio + Destilagao

Os experimentos foram realizados sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente ou aquecimento convencional. Para experimentos sob refluxo, com
reagentes e solventes com ponto de ebuligdo inferior a temperatura de
aquecimento, utilizou-se banho termostatico e sistema de refrigeracdo com

condensadores a temperaturas entre -5°C e 5°C.

O monitoramento das reagdes foi realizado por meio de cromatografia em
camada delgada (CCD), em cromatofolhas (5,0cm x 1,5cm) de aluminio de
Kieselgel 60 F254 com espessura de 0,25mm (SILICYCLE®), e revelado em

43



lampada UV (254nm), o que permitiu o calculo do fator de retencdo (Rf).
Quando necessario, os produtos foram revelados com solugao alcodlica de

cloreto férrico a 20% a fim de evidenciar a presencga da hidroxila fendlica.

Para a purificagdo dos compostos utilizou-se cromatografia em coluna de
silica gel G60 (70-230 mesh) SILICYCLE® e o sistema de cromatografia flash
em equipamento Isolera Spektra Systems with ACI™ (Biotage®) em cartucho
de silica SNAP 10g.

A evaporagao dos solventes foi realizada em evaporador rotatorio
Tecnal® TE-211, a pressao reduzida, variando entre 10 e 0,1mmHg, e em

temperaturas entre 20 e 40°C.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
1H — 300 MHz ou 500 MHz) e de carbono 13 (RMN de 13C — 75 MHz ou 125
MHz) foram adquiridos em aparelho Brucker Avance DRX300 e DRX500 no
Centro Nordestino de Aplicagdo da Ressonancia Magnética Nuclear
(CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara (UFC), utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os valores de deslocamento
quimico (d) sao referenciados em parte por milhdo (ppm) em relagédo ao TMS e
as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos sinais foram
obtidas por integracdo eletrobnica e suas multiplicidades descritas como:
simpleto (s); simpleto largo (sl); dupleto (d); duplo dupleto (dd); tripleto (t) e
multipleto (m).
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Figura 14: Numeragdo e legendas empregadas no assinalamento de sinais em espectros de
RMN de 'H e RMN de 3C

ow (s _a At e a8 _*,
6 2 1 3 5 7 10 12 14
5 3 2 4 6 8 9 11 12 14
Z R R=3 A b
1 3 5 7 10 13 15
— H 2 4 6 8 9 11 12 14 15
vt | e
L 1 3 5 7 10 13
c o a
Z
oW Y = H, OH, OMs oY ~~
1 b
6 2 . ¥ O
4 2
s 3 2 4 6 8 5 1 2 4 6 8
4 1 3 5 7 Y
e 1 3 5 7
_JH CH,
= {CHs 2= | S,

5.2 METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

5.2.1 Obtengao da Mistura de Cardanois (LDT10i, 40)

OH

CisHa1-2n

A mistura de cardanois (RESIBRAS®) foi purificada em coluna
cromatografica contendo gel de silica como fase sélida e eluida com mistura de
hexano e acetato de etila, obtendo-se a mistura denominada LDT10i (40) em

rendimento de 90% em relagao a massa total aplicada.

Mistura de cardanois (LDT10i, 40)

OH Oleo marrom claro

Rendimento (90%)
Rf: 0,7 (9:1 Hex:AcokEt)
C15Hg1-2n Férmula molecular: C21H31-2nO
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RMN de 'H (CDClIs; 500 MHz) &: 0,89-0,95 (m, 3H, 15a-b); 1,33-1,43 (m, 13H,
3- 6a-c, 11a e H14a-b); 1,61 (sl, 2H, 2a-c); 2,04-2,08 (m, 4H, 7a-c, 10a, 13b);
2,56 (t, J = 7,6 Hz; 2H, 1a-c); 2,80-2,85 (m, 2H, 10b-c e 13c); 4,99-5,09 (m, 2H,
15c); 5,37-5,46 (sl, 3H, 8-9a-c e H11-12b-c); 6,65-6,67 (m, 2H, 2’ e 6’); 6,76 (d,
J=73Hz,1H,4’); 7,15 (t, J=7,6 Hz, 1H, 5).

RMN de 3C (CDCl3; 125 MHz) &: 14,0-14,3 (CH3, 15a-b); 22,8-23,0 (CH2, 14a-
b): 25,8-25,9 (CH2, 10b-c, 13c); 27,4 (CHz, 7a-c, 10a, 13b); 29,2-29,9 (CHz, 3-
6a-c, 11-12a); 31,5 (CHz, 2a-c); 31,7-32,0 (CHz, 13a); 36,0 (CHz, 1a-c); 112,7
(CH, 6); 114,9 (CH2, 15¢c); 115,5 (CH, 2'); 121,1 (CH, 4); 129,6 (CH, 5'); 127,0-
129,5 e 130,0-130,6 (CH, 8-9a-c e 11-12b-c); 137,0 (CH, 14c); 145,1 (C, 3);
155,7 (C, 1").

5.2.2 Obtencgéo da Mistura de 3-Metoxicardanois (LDT27i, 41)

OH A
©\ CHj3l, K,CO3 @\
Acetona, t.a., 24 h'
CisHa1-2n CisHa1-2n
LDT10i (40) LDT10i (41)

Em um baldo (150,00mL) contendo 5,00g da mistura de cardanois (40)
(16,17mmol) foram adicionados acetona (60,00mL) e carbonato de potassio
(2,00eq). A solugdo permaneceu sob agitagdo magnética, a temperatura
ambiente, por 60 minutos e, em seguida, adicionou-se iodeto de metila
(2,50eq). A reagao prosseguiu sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente, por 24 horas. Apds reducdo do volume de solvente a pressao
reduzida, a mistura foi extraida com acetato de etila (3 x 15,00mL), e as fragdes
organicas reunidas foram lavadas com solugdo de acido cloridrico a 10%
(20,00mL), solucéo saturada de cloreto de sodio (20,00mL) e seca sob sulfato
de sddio anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e os residuos
purificados em coluna de gel de silica eluida com mistura hexano-acetato de
etila (9:1) originando o derivado LDT27i (41).
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Mistura de 3-Metoxicardanois (LDT27i, 41)

~o Oleo incolor
Rendimento (90%)
@L Rf: 0,45 (9:1 Hex:AcOEt)
CuoH Férmula molecular: C22H320
157 131-2n

RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) &: 0,88-0,91 (m, 3H, H15a-b); 1,27-1,32 (m, 13H,
3- 6a-c, H11a e H14a-b); 1,6 (sl, 2H, 2a-c); 2,01-2,03 (m, 4H, 7a-c, 10a, 13b);
2,58 (t, J = 7,8 Hz; 2H, 1a-c); 3,81 (s, 3H, OCHs); 5,34-5,37 (s, 3H, 8-9a-c e
H11-12b-c); 6,72-6,74 (m, 2H, 2’ e 6'); 6,78 (d, J = 7,0 Hz, 1H, 4); 7,19 (t, J =
7,8 Hz, 1H, 5).

RMN de '3C (CDCls; 125 MHz) &: 14,3 (CHs, 15a-b); 22,9 (CH2, 14a-b); 27,4-
27,5 (CHz, 7a-c, 10a, 13b); 29,2-29,9 (CHz, 3-6a-c, 11-12a); 31,5 (CH2, 2a-c);
32,0 (CHz, 13a); 36,2-36,3 (CH2, 1a-c); 55,4 (OCHs); 111,2 (CH, 6’); 114,4 (CH,
2’); 121,1 (CH, 4’ e 5’); 129,4-130,1 (CH, 8-9a-c e 11-12b-c); 130,2 (CH, 14c);
144.,8 (C, 3’); 160,0 (C, 1').

5.2.3 Obtengao do Composto 8-(3-Metodxifenil)octan-1-ol (LDT72, 42)

~N ~N
o 1. 0410,

@\ CH2C|2/0H3OH, OOC, 3h20 @\(\/}/\
2. NaBH
C15H31-2n : 7 OH

CH3OH/CH3CH,0H, t.a, 5 h
LDT10i (41) LDT72 (42)

Em um sistema para ozondlise contendo 1,50g da mistura de cardanois
metilados 41 (14,31mmol) foram adicionados diclorometano (25,00mL) e
metanol (25,00mL). O sistema reacional foi resfriado em banho de gelo a
temperatura de 0°C e submetido a fluxo continuo de ozénio (5,00g/mL) por 3
horas e 20 minutos (5 ciclos de 40”). Ao final do ultimo ciclo, o excesso de
ozbénio foi purgado com fluxo de nitrogénio e a solugao transferida a um
erlenmeyer com boroidreto de sodio (3,00eq), metanol (10,00mL) e etanol
(10,00mL), todos previamente resfriados em banho de gelo. A solugéo
permaneceu sob agitacdo magnética por 5 horas a temperatura ambiente.
Apos acidificagdo a pH 1 com solugao de acido cloridrico a 50% (10,00mL), a
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mistura reacional foi extraida com diclorometano (3 x 15,00mL) e as fases
organicas lavadas com solugao saturada de cloreto de sédio (20,00mL) e seca
sob sulfato de sédio anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e o
residuo purificado por cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com
hexano-acetato de etila (9:1), fornecendo o derivado LDT72 (42).

Derivado 8-(3-Metoxifenil) octan-1-ol (LDT72, 42)

~o0 Oleo amarelo claro

Rendimento (75%)
Rf: 0,47 (9:1 Hex:AcOEt)
OH

Formula molecular: C1sH2402

RMN de "H (500 MHz, CDCl3): & 1,33 (m, 8H, 3-6); 1,52-1,59 (m, 2H, 7); 1,61-
1,64 (m, 2H, 2): 2,59 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 3,64 (t, J = 6,7 Hz, 2H, 8); 3,81 (s,
3H, ArOCHz); 6,73-6,74 (m, 2H, 2’ e 6); 6,78 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 4), 7,18-7,21
(m, 1H, 5').

RMN de 3C (125 MHz, CDCls): & 25,9 (CH2, 5); 29,4 (CHz, 5); 29,5 (CHa, 4);
29,6 (CHz, 3); 31,5 (CHz, 2); 33,0 (CH2, 7); 36,2 (CH2, 1); 55,3 (OCHs); 63,2
(CHz, 8); 111,1 (CH, 6'): 114,5 (CH, 2'): 121,1 (CH, 4’); 129,4 (CH, 5'); 144,8 (C,
3'): 159,9 (C, 1").

5.2.4 Obtengdo do composto metanossulfonato de 8-(3-metdxifenil)octila
(LDT72Ms, 43)

e ~o
@\M/\ CHySOCI/TEA @\MA e
CH,CI, 0°C-t.a., 24 h .S
~ OH 2z 2070
LDT72 (42) LDT72Ms (43)

Em um baldo de 100,00mL foram adicionados 3,20 do composto 42
(13,59mmol) e diclorometano seco (50,00mL). O sistema foi submetido a banho
de gelo e agitacdo magnética e, posteriormente, acrescido de trietilamina
(2,00eq) e cloreto de metanossulfonila (1,50eq). A mistura permaneceu sob

agitacédo por 24 horas, com evolugdo a temperatura ambiente e ao abrigo da
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luz. ApoOs este periodo a mistura foi extraida com diclorometano (3 x 10,00mL)
e as fases organicas reunidas foram neutralizadas com solugdo de bicarbonato
de sodio 5% (20,00mL), solugdo de acido cloridrico 50% (20,00mL), solugao
salina saturada (20,00mL) e seca sob sulfato de sodio anidro. O solvente foi
evaporado a pressao reduzida e a mistura purificada por cromatografia em

coluna de gel de silica, eluida com hexano-diclorometano (9:1).

Metanossulfonato de 8-(3-Metoxifenil)octila (LDT72Ms, 43)

~o Oleo amarelo ambar

Rendimento (80%)
0\\8/,0 Rf: 0,45 (9:1 Hex:DCM)
O/ ~

Formula molecular: C1e6H26S04

RMN de "H (500 MHz, CDCl3): & 1,34 (sl, 8H, 3-6); 1,38-1,41 (m, 2H, 7); 1,61-
1,64 (m, 2H, 2); 2,59 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1); 2,99 (s, 3H, SO2CHa); 3,81 (s, 3H,
OCHs); 6,73-6,74 (m, 2H, 2’ e 6'); 6,78 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 4’), 7,18-7,21 (m, 1H,
5).]

RMN de 3C (125 MHz, CDCls): & 25,6 (CHz, 5); 29,1 (CHz, 5); 29,3 (CHz, 4);
29,3% (CH2, 3); 31,5 (CHz, 2); 33,0 (CHz, 7); 37,6 (CHz, 1); 55,3 (OCH3); 70,3
(CHz, 8); 111,1 (CH, 6'); 114,5 (CH, 2); 121,1 (CH, 4’); 129,4 (CH, 5'): 144.6 (C,
3'); 159,9 (C, 1).

5.2.5 Obtengao do Composto 1-Metdxi-3-octilbenzeno (LDT827, 44)

~o ~o
0.0 LiAIH, .
o]
O/S\ THF, 0°C-t.a., 24 h
7 7
LDT72Ms (43) LDT827 (44)

Em um baldo (100,00mL) foram adicionados hidreto de litio e aluminio
(3,00eq) e tetraidrofurano seco (30,00mL), sendo o sistema submetido a
agitacdo magnética e resfriado sob banho de gelo. Separadamente, em um
béquer, o derivado 43 foi diluido em 20,00mL de tetraidrofurano seco e, em
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seguida, adicionado, gota a gota, ao baldo reacional. O sistema permaneceu
sob agitagao por 24 horas, com evolugao a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Para desativar o excesso de hidreto de litio e aluminio foram
adicionados metanol (8,00mL), e em seguida solugéo de hidroxido de sddio a
5% (5,00mL), agua destilada (8,00mL). Apdés formacdo de hidréxido de
aluminio a mistura foi acidificada com e solugdo de acido cloridrico 50%
(8,00mL). Depois de 20 minutos, a mistura foi extraida com acetato de etila (3 x
15,00mL) e as fragbes organicas lavadas com solugdo salina saturada
(20,00mL) e seca sob sulfato de sédio anidro. O solvente foi evaporado a
presséo reduzida e a mistura purificada por cromatografia em coluna de gel de
silica, eluida com hexano-diclorometano (9:1).

1-Metoxi-3-octilbenzeno (LDT827, 44)

\ ra
(0] Oleo amarelo claro

Rendimento (72%)
Rf: 0,65 (9:1 Hex:AcOEt)

Formula molecular: C1sH240

RMN de "H (500 MHz, CDCls): 5 0,92 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 8) 1,30 (sl, 8H, 3-6);
1,34 (sl, 2H, 7); 1,63-1,66 (m, 2H, 2); 2,61 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 3,82 (s, 3H,
OCHa); 6,74-6,76 (m, 2H, 2’ e 6); 6,81 (d, J = 7,5 Hz, 1H,4’), 7,21 (t, J = 7,7 Hz,
1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCl3): & 14,2 (CHa, 8); 22,8 (CHz, 7); 29,45 (CHa, 4);
29,5 (CHz, 5); 29,7 (CHz, 3); 31,4 (CH2, 2); 32,1 (CHz, 6); 36,3 (CHz, 1); 55,3
(OCHa); 111,2 (CH, 6'); 114,6 (CH, 2'); 121,1 (CH, 4); 129,4 (CH, 5'); 144,9 (C,
3'); 159,9 (C, 1).
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5.2.6 Obtengao do Composto 3-octilfenol (LDT810, 45)

e OH
BBr3 / N2 _
CH,Cl,, 0°C, 6 h
7 7
LDT827 (44) LDT810 (45)

Em um baldo (10,00mL) foram adicionados 0,50g do derivado 44
(2,27mmol) e diclorometano seco (5,00mL), realizada a troca de atmosfera com
nitrogénio gasoso (N2) e o sistema submetido a banho de agua/gelo e agitagcéo
magnética. Na sequéncia, foi adicionado tribrometo de boro (4,00eq) e a
reacao foi mantida sob mesma agitacdo e temperatura por 6 horas. Em
seguida, a reagao foi vertida em um béquer contendo gelo de agua destilada e
a mistura foi extraida com acetato de etila. As fragdes orgéanicas reunidas foram
lavadas com solugdes de acido cloridrico a 50% e salina saturada, e seca sob
sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado a pressido reduzida e a
mistura purificada por cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com
hexano-acetato de etila (9:1).

3-Octilfenol (LDT810, 45)

OH Oleo marrom claro

Rendimento (67%)
Rf: 0,6 (9:1 Hex:AcOEt)

Foérmula molecular: C1aH220

RMN de "H (500 MHz, CDCls): 5 0,91 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 8) 1,30 (sl, 8H, 3-6);
1,34 (sl, 2H, 7); 1,60-1,63 (m, 2H, 2); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 5,1 (sl, 1H,
OH); 6,67-6,69 (m, 2H, 2’ e 6); 6,78 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 4'), 7,16 (t, J = 7,7 Hz,
1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,2 (CHa, 8); 22,9 (CH2, 7); 29,45 (CHa, 4);
29,5 (CHz, 5); 29,7 (CHz, 3); 31,4 (CHz, 2); 32,1 (CHz, 6); 36,1 (CHz, 1); 112,8
(CH, 6'); 115,6 (CH, 2'); 121,2 (CH, 4); 129,6 (CH, 5); 145,2 (C, 3'); 155,7 (C,
1),
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5.2.7 Obtengdo do Derivado 2-Metil-2-(3-octilfendxi)propanoato de etila
(LDT808, 46)

o)
OH ~~ m><o

BFC(CH3)2002CH20H3 _ O
K,COs, CH,Cl,, 80°C, 12 h

7 7

LDT810 (45) LDT808 (46)

Em um balao (25,00mL) foram adicionados 0,50g do fenol 45 (2,42mmol),
carbonato de potassio (2,00eq), iodeto de potassio (1,00eq) e acetonitrila
(8,00mL), e a mistura foi submetida a agitagdo magnética, a temperatura
ambiente, durante 60 minutos. Posteriormente, adicionou-se a-bromoisobutirato
de etila (3,00eq) e a reagao prosseguiu sob agitacdo magnética, doravante em
refluxo a 85°C por 12 horas. Apds reducédo do volume de solvente a pressao
reduzida, a mistura foi extraida com acetato de etila (2 x 25,00mL) e as fragdes
organicas reunidas foram lavadas com solugdo de acido cloridrico a 50%
(30,00mL), solucdo salina saturada (20,00mL) e seca sob sulfato de sddio
anidro. ApoOs retirada de solvente a pressdo reduzida, os residuos foram
purificados em coluna de gel de silica eluida com mistura de hexano e acetato
de etila (9:1), fornecendo o derivado LDT808 (46).

2-Metil-2-(3-octilfenoxi)propanoato de etila (LDT808, 46)

\/O\H><O Oleo amarelo claro
Rendimento (80%)

o)
@va Rf: 0,85 (9:1 Hex:AcOEt)
Férmula molecular: C20H3203

RMN de 'H (500 MHz, CDClz): & 0,89 (t, J = 6,7 Hz 3H, 8); 1,24-1,29 (m, 14H,
CHs (a), e CH2, 3-6); 1,57-1,60 (m, 9H, gem-(CHzs)2e 2); 2,55 (t, J = 7,7 Hz, 2H,
1); 4,24 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CHz2, b); 6,65 (d, J= 8,1 Hz, 1H, 6’); 6,70 (s, 1H, 2’);
6,81 (d, J=7,5Hz, 1H,4’); 7,13 (t, J= 7,8 Hz, 1H, 5).
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RMN de 3C (125 MHz, CDCl3): 14,3 (CHs, a); 14,3 (CHs, 8); 22,9 (CHz, 7); 25,6
(gem-(CHa)z); 29,45 (CHz, 4); 29,5 (CHz, 5); 29,7 (CHz, 3); 31,5 (CHz, 2); 32,1
(CHz, 6); 36,1 (CH2, 1); 61,5 (CHz, b); 79,1 (C, c); 116,5 (CH, 4’); 119,7 (CH, 2');
122,5 (CH, 6'): 128,9 (CH, 5'); 144,5 (C, 1); 155,7 (C, 3); 174,6 (CO).

5.2.8 Obtengéo do Derivado 2-(3-Octilfenoxi)acetato de etila (LDT815, 47)

OH \/Oj(\o
0

BFCHQCOQCHQCH3 _
K2003, CH2CI2, t.a.,24 h
7 7
LDT810 (45) LDT815 (47)

Em um balao (50,00mL) foram adicionados 0,50g do fenol 45 (2,42mmol),
carbonato de potassio (2,00eq) e acetona (30,00mL). A mistura foi submetida a
agitacdo magnética por 60 minutos e, em seguida, adicionou-se o reagente 2-
bromoacetato de etila (1,25eq). A reagao prosseguiu sob agitagdo magnética, a
temperatura ambiente por 24 horas. Apds redugdao do volume de solvente a
pressao reduzida, a mistura foi extraida com acetato de etila (3 x 20,00mL) e as
fracOes organicas reunidas foram lavadas com solugdo de acido cloridrico a
50% (30,00mL), solugéo salina saturada (20,00mL) e seca sob sulfato de sodio
anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e os residuos purificados
em coluna de gel de silica, eluida com mistura hexano-acetato de etila (8:2)
originando o éster-derivado LDT815 (47).

2-(3-Octilfendxi)acetato de etila (LDT815, 47)

\/O\n/\o Oleo amarelo claro
(6]

Rendimento (80 %)
Rf: 0,6 (8:2 Hex:AcOEt)
Formula molecular: C1sH2s803
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RMN de "H (500 MHz, CDCl3): & 0,89 (t, J = 6,9 Hz 3H, 8); 1,29-1,32 (m, 15H,
CHs (a), e CHa, 3-6); 1,58-1,61 (m, 2H, 2); 2,58 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 4,28 (q, J
= 7,1 Hz, 2H, CH_, b); 4,61 (CH2, c); 6,72 (d, J= 7,8 Hz, 1H, 4); 6,77 (s, 1H, 2');
6,82 (d, J= 7,3 Hz, 1H, 6'); 7,19 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN de 3C (125 MHz, CDCl3): 14,2 (CHs, a); 14,4 (CHs, 8); 22,9 (CHz, 7); 29,4
(CHz, 4); 29,5 (CHz, 5); 29,7 (CHz, 3); 31,5 (CH2, 2); 32,1 (CHz, 6); 36,2 (CHz,
1); 61,4 (CH2, b); 65,9 (CHz, c); 111,8 (CH, 6'); 115,4 (CH, 2'); 122,2 (CH, 4);
128,4 (CH, 5); 145,0 (C, 3'); 158,2 (C, 1); 169,3 (CO).

5.2.9 Obtencao dos Derivado Acido LDT809 (48) e LDT816 (49)

HO AL
\/O\n/ A 0 \n/ (0]
o LiOH / THF/H,O, o
80°Cout.a., 12h
7 7
LDT808 (46): A= C(CHs), LDT816 (48): A= C(CHs),
LDT815 (47): A=CH, LDT816 (49): A= CH,

Em um baldo (50,00mL) foram individualmente adicionados os derivados
46 (0,90g; 2,81Tmmol) ou 47 (0,37g; 1,27mmol), hidréxido de litio (4,00eq),
solubilizados em agua destilada (2,00mL), catalisador de transferéncia de fase
Aliquat® (3 gotas) e tetraidrofurano (4,00mL). O sistema reacional foi submetido
a agitagdo magnética por 12 horas, a temperatura ambiente para o derivado 46
e sob refluxo a 80°C, por 12 horas, para o derivado 47. Na sequéncia, cada
mistura foi acidificada com solugdo de acido cloridrico a 50% até pH 1 e
extraida com acetato de etila (3 x 10,00mL). As fragbes organicas foram
reunidas e lavadas com solugao salina saturada (10,00mL) e secas com sulfato
de sddio anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e os produtos
obtidos foram purificados em coluna de gel de silica, fornecendo os derivados-
alvo.
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Acido 2-metil-2-(3-octilfendxi)propanoico (LDT809, 48)

Hom><o Oleo amarelo claro
o Rendimento (85%)
@\/\/\/\/ Rf: 0,7 (4:1 Hex:AcOEt)
Férmula molecular: C1sH2s03
RMN de 'H (500 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,7 Hz 3H, 8); 1,27-1,31 (m, 12H,
CHaz, 3-6); 1,61 (sl, 9H, gem-(CHa)2 € 2); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 6,75 (d, J =

8,1 Hz, 1H, 6'); 6,79 (s, 1H, 2'); 6,89 (d, J= 7,5 Hz, 1H, 4'); 7,7 (t, J = 7,8 Hz,
1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCla): 14,3 (CHs, 8); 22,8 (CHz, 7); 25,3 (gem-(CHa)2);
29,4 (CHz, 4); 29,5 (CHz, 5); 29,6 (CHz, 3); 31,4 (CHz, 2); 32,1 (CHz, 6); 36,0
(CHz, 1); 79,7 (C, c); 117,7 (CH, 6'); 121,0 (CH, 2'); 123,6 (CH, 4); 129,1 (CH,
5): 144,7 (C, 3'); 154,3 (C, 1’); 178,8 (CO).

Acido 2-(3-octilfenoxi)acético (LDT816, 49)

HO\H/\O Sélido branco
o) Rendimento (90%)
Rf: 0,6 (3:1 Hex:AcOEt)
Formula molecular: C1sH2403

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6): & 0,85 (t, J = 6,8 Hz 3H, 8); 1,23-1,26 (m,
10H, CHa, 3-6); 1,53 (sl, 2H, 2); 2,52 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 4,62 (CHz, c); 6,69
(d, J= 7,8 Hz, 1H, 6); 6,70 (s, 1H, 2'): 6,76 (d, J= 7,6 Hz, 1H, 4); 7,16 (t, J =
7,8 Hz, 1H, 5).

RMN de 3C (125 MHz, DMSO-d6): 13,7 (CHs, 8); 21,9 (CH2, 7); 28,4 (CHz, 4);
28,5 (CHz, 5); 28,6 (CH2, 3); 30,6 (CHz, 2); 31,1 (CHz, 6); 35,0 (CHz, 1); 64,5
(CHz, c); 111,4 (CH, 6'); 114,5 (CH, 2'); 120,9 (CH, 4’); 128,9 (CH, 5'); 143,8 (C,
3'); 157,7 (C, 1’); 169,9 (CO).
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5.3 AVALIACAO BIOLOGICA

Os derivados alvo, uma vez sintetizados e caracterizados por meio de
métodos espectroscopicos, foram submetidos a ensaios in vitro visando avaliar
a ativagao transcricional de PPAR por meio do ensaio de gene reporter. Os
bioensaios foram executados pela Dra. Cigdem Sahin, em colaboragdo com a
Profa. Dra. Carolyn Cummins, no Nuclear Hormone Receptors in Human Health
and Disease Laboratory da Leslie Dan Faculty of Pharmacy, na Universidade
de Toronto. Os procedimentos foram deferidos pelo Faculties of Medicine and

Pharmacy Animal Care Committee (FMPACC) da Universidade de Toronto.

5.3.1 Reagentes Quimicos

Os controles positivos WY14643, GWO0742 e rosiglitazona foram
adquiridos da empresa de biotecnologia Cayman Chemicals® (EUA).
Comprimidos de inibidores de protease foram obtidos da Roche® (Canada).
Meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), lactato de sddio,
dimetilsulféxido (DMSO), penicilina e estreptomicina foram adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich® (EUA). Soro fetal bovino (SFB) tratado com carvao
ativado foi adquirido da empresa Invitrogen® (EUA). As placas tratadas com
cultura de tecidos foram obtidas da BD Bioscience® (EUA) e o sistema de

ensaio de luciferase foi adquirido da Promega® (EUA).

5.3.2 Plasmideos

Os plasmideos correspondentes aos PPAR humanos (GAL4-hPPARaq,
GAL4-hPPAR B/d6, GAL4-hPPARy) e os plasmideos correspondentes aos
PPAR murinos (GAL4-mPPARa, GAL4-mPPAR /6, GAL4-mPPARy), o
promotor de luciferase, o controle B-galactosidase, e o vetor de plasmideo
pGEM foram doados pelo Prof. Dr. David Mangelsdorf da Universidade do

Texas. Os plasmideos foram transformados (processo de alteracdo genética
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pelo qual um material genético exdégeno é transferido para a célula hospedeira)
em células DH5-alfa de Escherichia coli, e cultivados a 37°C, por um periodo
de 12 horas, em placas de agar Miller contendo 0,10mg/mL de ampicilina. A
partir desta cultura foi isolada uma unica colbénia, que por sua vez foi cultivada
em meio caldo Luria Bertani (LB) adicionado de 0,10mg/mL de ampicilina,
perante agitacédo, a 37°C durante 12 horas. O DNA do plasmideo foi extraido e
purificado mediante utilizacdo do GenElute™ HP Plamisd Midiprep Kit da
Invitrogen® (EUA).

5.3.3 Ensaio de Gene Reporter

Células de rim embrionario humano 293 (HEK293) foram semeadas (= 40
mil células/pogo), em meio de cultura DMEN enriquecido com SFB a 10%, em
placas de 96 pocos de fundo transparente e incubadas por 12 horas a 37°C em
atmosfera umida com saturacao de 5% de CO2. Posteriormente, essas células
foram transfectadas com um mix de plasmideo (150,00ng/pogo) contendo
50,00ng de UAS-Luciferase Reporter, 20,00ng de B-galactosidase, 15,00ng do
DNA do plasmideo purificado correspondente ao respectivo receptor nuclear e
65,00ng do vetor de plasmideo pGEM. Em um periodo de 6-8 horas apods a
transfecgdo as células foram tratadas com veiculo (DMSO), 10,00uM de
controle positivo (WY14643 para PPARa, GW-0742 para PPARB/® e
rosiglitazona para PPAR y) ou 10,00-100,00uM dos compostos (LDTs) a serem
testados e, apds 14-16 horas de incubacdo, colhidas e ensaiadas frente a
atividade da enzima luciferase. Para analise de eficiéncia da transfecgcao, os
valores da luciferase, expressos em Unidades Relativas de Luciferase (RLU),
foram normalizados utilizando B-galactosidase e multiplicados pelo tempo de
incubacédo para atividade da [(-galactosidase. Todos os experimentos foram
realizados em ftriplicata e repetidos em trés ensaios independentes, sendo as
curvas de dose resposta elaboradas através dos valores de ECso obtidos para
cada composto no programa GraphPad PRISM®.

RLU Atividade da Luciferase T it
= X
Atividade da B — galactosidase empo (minutos)
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5.3.4 Analises Estatisticas

Os dados estatisticos foram analisados no programa GraphPad PRISM®
e os resultados foram plotados com média + desvio padrdo. Para comparacao
entre dois grupos, analisou-se a significancia estatistica através do teste t de
Student com correcdo de Welch. O teste de analise de variancia
unidimensional (One-Way ANOVA) seguido do teste de corregdo de Hol-Sidak
foi utilizado para comparacdo de multiplos grupos. O nivel de significancia

adotado foi de p<0,05 e os valores atipicos foram retirados pelo método ROUT.
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Resultados e Discussao
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DOS COMPOSTOS

6.1.1 Obtencéao e caracterizagao da mistura de cardanois

Para obtencdo da mistura de cardanois (LDT10i, 40), o LCC técnico,
fornecido pela empresa RESIBRAS®, foi purificado em coluna cromatografica
contendo gel de silica eluida com hexanos, em rendimento de 90 % em relacao
a massa aplicada. A mistura 40 foi caracterizada por meio de analise de
espectros de RMN, nos quais foi evidenciada a presengca dos derivados
monoeno (a — C8'-C9’), dieno (b — C8-C9 e C11’-C12’) e trieno (¢ — C8’-C9’,
C11-C12’ e C14’-C15’). Os grupos metilidenos 8-9a-c e 11’-12’b-c foram
assinalados como multipletos no intervalo de 5,37 ppm e 5,46 ppm no espectro
de RMN de "H (Anexo |, Pag 84) e corroborados pelo espectro de 3C (Anexo
Il, Pag 85) no intervalo de 127,0 ppm e 129,5 ppm e 130,0 ppm e 130,6 ppm
respectivamente. Em contrapartida, o metilidino 14’c, também identificado
como multipleto, foi assinalado no intervalo de 5,79 ppm e 5,87 ppm em
espectro de RMN de 'H e confirmado pelo sinal de 137,0 ppm por espectro de
RMN de "3C. O grupamento metileno 15'c foi evidenciado como um multipleto
entre 4,99 ppm e 5,09 ppm em RMN de 'H, sendo validado pelo sinal de 114,9
ppm em RMN de '3C. Os hidrogénios alilicos 7’a-c, 10’a e 13’b foram
assinalados como multipleto no intervalo de 2,04 ppm e 2,08 ppm em RMN de
'H e pelo sinal de 27,4 ppm em RMN de '3C, enquanto os hidrogénios bis-
alilicos 10’b-c e 13’c foram assinalados por multipleto entre 2,80 ppm e 2,85

ppm em RMN de 'H e sinal entre 25,8 ppm e 25,9 ppm em RMN de '3C.

Os grupamentos metilidenos aromaticos 2a-c, 4a-c e 5a-c foram descritos
por sinais entre 6,78ppm e 7,76ppm em RMN de 'H e por sinais entre 112,7
ppm e 129,6 ppm em RMN de '3C. Os carbonos quaternarios 3a-c e 1a-c foram
respectivamente caracterizados pelos sinais 145,1 ppm e 155,7 ppm em RMN
de "3C.
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6.1.2 Série saturada a partir do 3-octilfenol

O planejamento da série saturada de derivados-alvo teve inicio com a
protecdo do grupo fenol por meio de O-metilacdo da mistura de cardanois
LDT10i (40), com iodeto de metila na presenca de carbonato de potassio em
acetona, sob refluxo, conduzindo a mistura metilado LDT27i (41). Houve
mudanga na coloragao do 6leo marrom claro da mistura inicial 40 para incolor
da mistura com metil-éteres 41, a qual foi obtida em rendimento de 90 % e
caracterizada com Rf 0,45 (20:1 Hex:AcOEt) em CCD. A analise
espectroscopica de 41 indicou a presenga do grupo metoxila assinalado como
simpleto em 3,81 ppm em RMN de 'H (Anexo lll, Pag. 86), e confirmado pelo
sinal de 55,4 ppm em RMN de '3C (Anexo IV, Pag. 87).

Em seguida, a mistura metilada 41 foi submetida a clivagem oxidativa das
insaturagdes das cadeias laterais dos metiléter-derivados por meio de fluxo de
ozénio a 0 °C. O ozbnio é o agente responsavel pela oxidagao das ligagdes 1T
da cadeia lateral, levando a formacao de moléculas intermediarias instaveis
(ozonideos primarios) que rearranjam a ozonideos secundarios mais estaveis.
A mistura destes ozonideos secundarios n&o isolados foi reduzida com NaBHa4
resultando no alcool LDT72 (42), obtido como o6leo amarelo claro em
rendimento de 75 % e identificado com Rf 0,47 (9:1 Hex:AcOEt) em CCD. Na
analise espectroscopica, 42 apresentou ftripleto caracteristico referente ao
metileno adjacente ao grupo hidroxila em 3,64 ppm (Anexo V, Pag. 88),
corroborado pelo sinal em 63,2 ppm (Anexo VI, Pag. 89). Os sinais na regido
de aromaticos entre 6,72 ppm e 7,20 ppm em RMN 'H reforcam a presenca do
anel aromatico, assim como os sinais entre 1,33 ppm e 2,59 ppm estao

relacionados aos carbonos 1 a 7 da cadeia alquilica.

Posteriormente, o derivado intermediario 42 foi transformado em seu éster
metanossulfénico por meio de reagdo com cloreto de mesila e TEA resultando
no composto LDT72Ms (43), obtido como éleo amarelo ambar em rendimento
de 80 % e identificado com Rf 0,45 (9:1 Hex:DCM) em CCD. A identificagao do
grupo metila do mesilato 43 se deu pela presenca de simpleto em 3,00 ppm em
RMN de 'H (Anexo VII, Pag. 90), confirmada pelo deslocamento quimico em
37,6 ppm no espectro de RMN de '3C (Anexo VIII, Pag. 91).
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Para obtengdo do composto com grupo metila terminal na cadeia alquilica
com 8 carbonos, o grupo mesilato do derivado 43 foi removido pela reagao com
hidreto de litio e aluminio em THF anidro, levando ao composto LDT827 (44),
obtido como 6leo amarelo claro em rendimento de 72 % e identificado com Rf
0,65; (9,5:0,5 Hex:AcOEt) em CCD. O composto 44 foi caracterizado pela
presenca de grupo metila terminal assinalado como tripleto em 0,92 ppm em
RMN de 'H (Anexo IX, Pag. 92), confirmada pelo deslocamento quimico em
14,3 ppm no espectro de RMN de '3C (Anexo X, Pag. 93).

Para obtencgao do derivado 3-octilfenol — analogo do cardanol saturado (3-
pentadecilfenol) e material de partida para a nova série — o composto 44 foi
desmetilado com BBrz em diclorometano seco e atmosfera de nitrogénio
originando o composto LDT810 (45) como 6leo marrom claro em rendimento de
67 % identificado com Rf 0,6 (20:1 Hex:AcOEt) em CCD. A analise
espectroscopica para o composto 45 revelou a auséncia dos assinalamentos
referentes ao grupo metoxila identificados como simpleto em 3,82 ppm em
RMN de 'H (Anexo Xl, Pag. 94), e em 55,3 ppm em RMN de '3C (Anexo XiII,
Pag. 95) nos espectros do composto LDT827 (44).

De posse do composto LDT810 (45), este foi submetido a reacdo de O-
alquilagdo utilizando o reagente a-bromoisobutirato de etila. O derivado éster
LDT808 (46) foi obtido como 6leo amarelo claro em rendimento de 80 % e
identificado Rf 0,85 (9:1 Hex:AcOEt) em CCD. Na analise espectroscépica as
metilas geminadas foram caracterizadas pelos sinais em RMN de carbono 13
em 25,7 ppm, onde o carbono terciario alfa a carbonila foi identificado em 79,1
ppm no mesmo espectro. Adicionalmente, o grupo carboetoxila foi
caracterizado pelos deslocamentos quimicos evidenciados em 174,6 ppm
referente ao carbono carbonilico, enquanto a subunidade etila foi caracterizada
pela presenca de tripleto em 0,89 ppm e quarteto em 4,24 ppm em RMN 'H
(Anexo XlllI, Pag. 96) referentes aos grupos metila e metilendxila, corroborados
pelos respectivos deslocamentos quimicos em 14,3 ppm e 61,5 ppm em RMN
de 3C (Anexo XIV, Pag. 97).

Para obtencao do analogo sem as metilas geminais, LDT815 (47), o fenol
45 foi submetido ao mesmo protocolo de O-alquilagdo, utilizando 2-
bromacetato de etila como agente alquilante, levando ao derivado beta-
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oxoester 47, obtido como 6leo amarelo claro em rendimento de 80 % e
identificado com Rf 0,60 (9:1 Hex:AcOEt) em CCD. Este composto apresentou
sinal caracteristicos para hidrogénios alfa-metilénicos a carbonila do grupo
éster como simpleto em 4,61 ppm em seu espectro de RMN 'H (Anexo XV,
Pag. 95), confirmados pelo assinalamento em 65,8 ppm em RMN de '3C
(Anexo XVI, Pag. 96). Adicionalmente, os deslocamentos quimicos pertinentes
ao metileno do grupo etoxila em 4,28 ppm em RMN de 'H (Anexo XV, Pag. 98)
e em 61,4 ppm em RMN de '3C bem como sinal em 169,3 ppm em RMN de 3C
(Anexo XVI, Pag. 99) referente a carbonila confirmam a presenga do éster.

De posse dos derivados LDT808 (46) e LDT815 (47), finalizando a série
octila, estes foram submetidos a reagao de hidrolise dos grupos ésteres com
hidroxido de litio. Apés 12 horas de reacdo a temperatura ambiente para o
derivado 46 e 4 horas sob refluxo a 80 °C para o derivado 47, seguido de
acidificacdo a pH 1 e purificagdo em coluna cromatografica, os acidos
carboxilicos correspondentes LDT809 (48) e LDT816 (49) foram obtidos em
respectivos rendimentos de 85 % e 90 %.

O composto 48, obtido como 6leo amarelo claro e identificado com Rf
0,70 (4:1 Hex:AcOEt) em CCD, foi caracterizado por deslocamento quimico em
179,2 ppm relativo ao carbono carbonilico no espectro de RMN de '3C (Anexo
XVIIl, P4g. 101) e a auséncia dos sinais em 4,24 ppm (Anexo XVII, Pag. 100) e

61,5 ppm RMN de 13C, referentes ao grupo metileno da etoxila.

Por sua vez, o composto 49 foi obtido como sélido branco e identificado
com Rf 0,60 (3:1 Hex:AcOEt) em CCD. O derivado 49 apresentou
deslocamentos quimicos pertinentes a unidade alfa-metilénica ao acido em
4,62 ppm RMN 1H (Anexo XIX, Pag. 102) e 64,5 ppm RMN de 3C (Anexo XX,
Pag. 103). Adicionalmente, a conversao foi confirmada pela presenga de sinal
em 169,9 ppm, relativo ao carbono carbonilico no espectro de RMN de 3C, e a
auséncia dos sinais em 4,28 ppm em RMN de 'H e 61,4 ppm em RMN de '3C,
referentes ao grupo etoxila da subunidade carbetoxila.

Os assinalamentos dos derivados alvo foram expressos na Tabela 5, com

seus respectivos graficos na se¢ao de anexos. (Anexo Il — Anexo XIV)
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Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas e sinais espectroscopicos de RMN de 'H e RMN de
13C obtidos para os derivados-alvo.

W'O\©/\/\/\/\

Composto

LDT827
(44)
LDT810
(45)

LDT808
(46)

LDT815
(48)

LDT809
(47)

LDT816
(49)

Rendimento
(%)

72

67

80

80

85

90

CHs

H

C(CH3)2C02CH2CH3
C(CH3)2C0O2CH2CHs3
C(CH3)2C02CH2CH3
C(CH3)2C02CH2CHs
C(CH3)2C02CH2CH3
CH2C02CH2CHs3
CH2CO2CH2CH3
CH2C02CH2CHs3
CH2C02CH2CHs3
C(CH3)2CO2H
C(CHs)2CO2H
C(CH3)2CO2H
CH2CO2H
CH2CO2H

RMN de 'H
(5 ppm)

3,82

5,1

1,24 -1,20
4,24

1,57 — 1,60

1,29 -1,32
4,28

4,61

1,61

4,62

RMN de '3C
(5 ppm)

55,3

14,3
61,5
174,6
25,6
79,1
14,2
61,4
169,3
65,9
178,8
25,3
79,7
169,9
64,5
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6.2 AVALIACAO BIOLOGICA
6.2.1 Ensaio de Gene Reporter

Os derivados-alvo foram submetidos a bioensaio de gene repoérter e
avaliados quanto a atividade da enzima luciferase com o objetivo de analisar a
ativagao transcricional dos genes PPAR (a, B/® e y). Neste bioensaio, células
HEK293 foram transfectadas com plasmideo de expressdo contendo gene
reporter da luciferase e a sequéncia de codificacdo para a proteina de fusao
GAL4-hPPAR/GAL4-mPPAR. A luciferase, quando em contato com ligante
ativo, gera sinal bioluminescente (via oxidagao do substrato da luciferina) que é
detectado fotometricamente e indica a indugéo da ativacdo do PPAR. (CHANG
et al., 2021; LIU, Shirley et al., 2021)

6.2.1.1 PPARa

A capacidade dos compostos alvo de ativar o receptor PPARa foi avaliada
pelo ensaio de GAL4-hPPAR/GAL4-mPPAR utilizando o agonista PPARa WY -
14643 (50) como um controle positivo e DMSO a 0,1 % como veiculo. Os
derivados foram analisados nas concentragdes de 10 uM e 50 yM para o

modelo murino e de 10 uM, 50 yM e 100 uM para o modelo humano.

Figura 15: Estrutura quimica do controle positivo WY-14643, agonista seletivo de PPARa

Cl
_ (50) WY-14643
)'N\ PPARa ECso = 0,63 uM
N \N S/ﬁ(OH
H
(@]

Analisando os resultados foi possivel concluir que os derivados LDT808
(46), LDT809 (47), LDT815 (48) e LDT816 (49) sdo ativadores do modelo
murino de PPARa quando comparados ao veiculo, sendo o composto LDT816
(49) o melhor ativador do receptor quando comparado ao controle positivo. Nao
obstante, no modelo humano, todos os derivados, exceto o LDT827 (44), foram
capazes de ativar o receptor PPARQ; podendo-se ressaltar a atividade dos
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derivados LDT808 (46) e LDT816 (49), considerados ativadores fracos devido a
sua atividade de transcricao duas vezes maior que o veiculo, e o LDT809 (47),
cuja atividade de transcricdo superou o controle positivo (Figura 16).

Figura 16: Atividade transcricional em PPARa dos derivados-alvo
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Legenda: Os compostos LDT808 (46), LDT809 (47), LDT810 (45), LDT815 (48), LDT816 (49) e
LDT827 (44) foram avaliados em concentragdes de 10,0 uM a 100,0 yM, em células HEK293.
Os dados foram representados na forma de média £+ EPM (N = 3). Unidades Relativas de
Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / B-galactosidase) x tempo; (---); Limiar de
ativacao do veiculo; (---) Limiar de ativagdo normalizado pela 3-galactosidase.

Com base nos resultados de atividade transcricional, os derivados
LDT808 (46), LDT809 (47), LDT815 (48) e LDT816 (49) foram submetidos a um
novo ensaio, em diferentes concentragdes (10 nM — 100 uM) para determinar
sua poténcia individual na ativacao do receptor PPARa e confecgdo da curva
dose-resposta. (Figura 17). Consoante com os valores de ECso, foi possivel

constatar que o derivado LDT809 (47) foi o mais potente neste ensaio,
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apresentando os menores valores de ECso tanto no modelo murino quanto no

modelo humano.

Figura 17: Valores de ECso para os compostos LDT808 (46), LDT809 (47), LDT815 (48) e
LDT816 (49) no PPARa.
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6.2.1.2 PPARB/d

Para os ensaios com o receptor PPARB/® foram testados os compostos
LDT827 (44), LDT810 (45), LDT808 (46), LDT809 (47), LDT815 (48) e LDT816
(49) nas concentragdes de 10 uM e 50 yM para o modelo murino e de 10 uM,
50 uM e 100 yM para o modelo humano. Para avaliar a atividade transcricional
do receptor foram utilizados DMSO a 0,1 % como veiculo e GW-0742 (16)

como controle positivo (Figura 18).
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Figura 18: Atividade transcricional em PPARB/d dos derivados-alvo
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Legenda: Os compostos LDT808 (46), LDT809 (47), LDT810 (45), LDT815 (48), LDT816 (49) e
LDT827 (44) foram avaliados em concentragées de 10,0 uM a 100,0 uM, em células HEK293.
Os dados foram representados na forma de média £+ EPM (N = 3). Unidades Relativas de
Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / 3-galactosidase) x tempo; (---); Limiar de
ativacdo do veiculo; (---) Limiar de ativagdo normalizado pela (3-galactosidase.

De acordo com a analise, os resultados obtidos sdo problematicos e nao
confiaveis, uma vez que nenhum dos valores (dos derivados-alvo ou do
controle positivo) se sobrepbs ao limiar de ativacdo normalizado (linha verde

tracejada).

6.2.1.3 PPARYy

A principio, os derivados LDT827 (44), LDT810 (45), LDT808 (46),
LDT809 (47), LDT815 (48) e LDT816 (49) foram testados frente a habilidade
como agonistas de PPARYy. Esta analise foi realizada através de ensaio com
GAL4-hPPAR/GAL4-mPPAR, empregando DMSO a 0,1 % como veiculo e o
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agonista tiazolidinadibnico rosiglitazona (24) como controle positivo. Os
compostos foram avaliados nas concentracées de 10 uM e 50 uM para o
modelo murino e de 10 uM, 50 uM e 100 uM para o modelo humano. (Figura
19)

Figura 19: Atividade transcricional em PPARYy dos derivados-alvo
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Legenda: Os compostos LDT808 (46), LDT809 (47), LDT810 (45), LDT815 (48), LDT816 (49) e
LDT827 (44) foram avaliados em concentragdes de 10,0 uM a 100,0 yM, em células HEK293.
Os dados foram representados na forma de média £+ EPM (N = 3). Unidades Relativas de
Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / B-galactosidase) x tempo; (---); Limiar de
ativacao do veiculo; (---) Limiar de ativagdo normalizado pela 3-galactosidase.

No modelo de analise murino, os derivados LDT809 (47), LDT815 (48) e
LDT816 (49) apresentaram atividade agonistica fraca em relagao ao veiculo,
evidenciada pelo perfil de ativacdo duas vezes maior, indicando perfil de
agonismo parcial. No modelo humano, os compostos LDT808 (46), LDT809
(47), LDT810 (45), LDT815 (48) e LDT816 (49) demonstraram aptidédo na
ativagdo do PPAR vy, sendo o LDT809 (47) considerado o melhor indutor

transcricional, quando comparado ao controle positivo.
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Posto que a atividade transcricional dos derivados foi determinada, em
seguida, estes foram avaliados quanto as suas potencias individuais. Os
compostos LDT808 (46), LDT809 (47), LDT815 (48) e LDT816 (49) foram
avaliados em diferentes concentragdes (10 nM — 100 uM) e suas respectivas
curvas dose-resposta foram determinadas. (Figura 20) Os derivados LDT808
(46) e LDT809 (47) apresentaram os melhores perfis de ativagdo no modelo
murino, com ECso de 8,9 uM e 9,0 yM, respectivamente. Outrossim, o LDT809
(47) foi caracterizado como o melhor derivado para ativagdo do modelo
humano do receptor PPARYy, exibindo ECso de 8,9 pM.

Figura 20: Valores de ECso para os compostos LDT808 (46), LDT809 (47), LDT815 (48) e
LDT816 (49) no PPARYy.
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Em tese, os derivados alvo LDT808 (46), LDT809 (47), LDT815 (48) e

LDT816 (49) foram caracterizados como agonistas duais de PPAR, uma vez

que foram capazes de ativar a transcricdo dos subtipos a e y do receptor em

questdo. Sabe-se que o0 aumento na indugao transcricional desses receptores

esta associado ao grupamento acido carboxilico (responsavel por promover

interacdes polares com os aminoacidos histidina e tirosina no LBD do receptor,

viabilizando assim o recrutamento de proteinas correguladoras e a

estabilizag&o do receptor para ativagédo da transcrigdo) e ao grupo gem-dimetila

na subunidade a-carbonila que mimetiza fibratos sintéticos. Alicergado nesses

dados, pode-se corroborar os resultados que indicam o LDT809 (47) como o
melhor candidato a agonista parcial dual PPAR (DE OLIVEIRA et al., 2021;

FERREIRA, 2018).

A atividade transcricional dos derivados alvos frente ao PPAR humano e

seus respectivos valores de ECso estéo ilustrados na Tabela 6.

Tabela 6: Perfil de atividade e valores de ECso (uM) para derivados-alvo frente aos PPAR.

ECso (M)
COMPOSTOS Humano
PPARG PEQR PPARy PPARa
LDT808 (46) 35,0 . 255 10,0
LDT809 (47) 9.5 . 8.9 3.4
LDT815 (48) 52,6 - 51000 112
LDT816 (49) 29,6 . 21,2 9.1

Murino

PPAR
BI5

PPARy

8,9
9,0
>100,0
50,5
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6.3 RELAGAO ESTRUTURA - ATIVIDADE

Para compreender a relevancia dos grupos funcionais no perfil de
atividade dos compostos candidatos a agonistas PPAR, a analise da relag&o
estrutura—atividade permite inferir quais atributos moleculares séo relevantes

para o reconhecimento molecular pelos PPAR e sua ativacao.

Para esta analise, € preciso que haja a concepc¢édo de modelo idealizado
visando o exercicio intelectual de racionalizacdo dos resultados que considera
que: i. as moléculas deste estudo e as do trabalho de Sahin et al (2022) sao
reconhecidas da mesma forma pelos PPAR; ii. as interagdes sejam estaticas e
compreendam apenas os atributos dos ligantes interagido com complementos
dos aminodcidos ou ions (Zn?*) sem a participagdo de moléculas de agua bem
como a dinamica real do sistema; iii. o pH do meio seja 7,4 para utilizagdo de
atributos ibnicos em espécies acidas ou basicas dos ligantes ou aminoacidos; e
iv. as correlagdes entre as atividades transcricionais para os PPAR observadas
neste estudo e as de Sahin et al (2022) serdo tratadas como estudo tedrico
académico, uma vez que os dados encontrados, mesmo sob mesmo protocolo,

referem-se a diferentes estudos cujos resultados podem n&o ser comparaveis.

Adicionalmente, para facilitar a discussao, ainda que de forma arbitraria,

utilizaremos as correlacdes estabelecidas na Tabela 7.

Tabela 7: Correlagdes entre os perfis de atividade transcrional para PPAR

RAZAO MAIOR ECso/ Modulagao Estratégia
MENOR ECso Negativa Positiva Negativa Positiva
Zero Sem modulagao Equivalente
Menor que 10 vezes Nao significativa Bem tolerada FEUED
relevante
Entre 10 e 100 vezes Significativa Tolerada Relevante
. NP Pouco Muito
Maior que 100 vezes Muito significativa tolerada Relevante
Se ECso for zero Farmacoférica Deletéria Essencial

Legenda: a. valor da ECso € maior; b. valor da ECso € menor; c. ndo altera o reconhecimento
molecular pelo PPAR.
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6.3.1 Comparacéo entre LDT409 e LDT809

Entre os principais objetivos deste estudo estd a otimizagdo da estrutura
do composto-prototipo LDT409 (39) visando compreender a relevancia das
interacdes hidrofdbicas e da lipofilicidade para o reconhecimento molecular das
subunidades pentadecila (C15) no composto (39) e octila (C8) no composto
LDT809 (47). A Tabela 8 apresenta o perfil de atividade e valores de EC50
(uM) para os compostos LDT409 (39) e LDT809 (47) frente aos PPAR.

Tabela 8: Perfil de atividade e valores de ECso (uM) para os compostos LDT409 (39) e LDT809
(47) frente aos PPAR. (FERREIRA, 2018)

hECso (UM)
COMPOSTOS
PPARa PPAR B/5 PPARy
LDT409 (39) 0,7 21 1,8
LDT809 (47) 9,5 - 8,9

Considerando o aspecto estrutural dos compostos e a moducéo do perfil
de atividade para PPARa, a comparagdo entre os acidos LDT809 (47) e
LDT409 (39) revela que a diminuicdo da cadeia alquilica de 15 para 8 atomos
de carbono leva a modulagdo negativa significativa de 13 vezes do perfil de
ativagdo, e demonstra que a estratégia de desomologacdo da cadeia ao
homodlogo inferior com oito carbonos € tolerada para o reconhecimento

molecular pelo alvo.

A analise para o PPARB/d mostra que apenas o composto LDT409 (39)
apresenta perfil de ativagado do receptor. Neste caso, a diminuicdo da cadeia
alquilica foi deletéria, sugerindo que a presenga de mais atomos de carbono é

necessaria para ativagcao do receptor.

Por fim, a comparagao dos compostos 39 e 47 frente ao PPARy mostra
modulag&o negativa n&o significativa de 5 vezes do perfil de ativacdo, sendo a
estratégia de diminuicdo da cadeia bem tolerada para o reconhecimento

molecular pelo receptor.

73



Conclusoes e Perspectivas
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1 CONCLUSOES

A metodologia sintética projetada para obtencédo a dos derivados alvo a
partir da mistura de cardanois (LDT10i, 39) mostrou-se muito eficaz, tendo em
vista que os dez derivados sintetizados com base nesta metodologia
apresentaram rendimentos globais variando de 60% a 92%. As metodologias
utilizadas para obtengcdo dos compostos, sendo elas desenvolvidas em
laboratério ou adaptadas da literatura, compreenderam reacgdes classicas de
interconversdo de grupos funcionais, sob condi¢des experimentais a
temperatura ambiente ou sob refluxo, consistentes com os paradigmas e
conceitos em Quimica Farmacéutica e Medicinal. A caracterizagdo estrutural
dos compostos intermediarios e derivados alvo ocorreu por meio de métodos
espectroscopicos de andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de
130_

A avaliagao in vitro, por meio do ensaio de gene repdrter, avaliou o
potencial (por determinagdo dos valores de ECso frente aos controles) dos
compostos sintetizados em relacdo aos receptores PPAR, uma vez que os
derivados LDT808 (46), LDT809 (47) e LDT816 (49) foram capazes de
promover a ativacdo a transcricional desses receptores com valores de EC50
em concentracdes micromolar. Posto isto, vale-se destacar o desempenho do
derivado acido LDT809 (47) que, além de apresentar perfil de agonista parcial
também propiciou a ativagado de dois subtipos do receptor: PPARa (hECs0 = 9,5
MM; mECso = 3,4 yM) e PPAR y(hECs0 = 8,9 uM; mECso = 9,0 uM).

O segundo derivado com melhor perfil de ativagao foi o LDT816 (49) —
PPARa (hECso0 = 29,6 uM; mECso = 9,1 yM) e o PPAR y(hECso = 21,2 uM;
mECso = 50,5 yM) — reforgando a nogdo de que o grupo acido carboxilico
aumenta a poténcia dos compostos por meio de interagcdes polares entre o
carboxilato e os residuos de histidina e tirosina contidos no LBD dos PPAR,
favorecendo o recrutamento de proteinas correguladoras e a estabilizagao para
ativagdo da transcricdo do receptor. Além disso, a presenga do grupo dimetila
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na subunidade alfa-carbonila, mimetizando os fibratos, resultou em melhores
perfis de ativagao transcricional dos PPARSs, sugerindo a importancia da rigidez
conformacional, assim como de interagdes hidrofébicas adicionais no aumento

da poténcia mediada pelos compostos.

A relacao estrutura-atividade para os derivados acidos LDT809 (47) e
LDT409 (39) evidenciou que a diminuigdo da cadeia alquilica de 15 para 8
carbonos leva a diminui¢cao do perfil de ativacdo para os PPARa e PPARYy, e a
perda do perfil para o PPAR [(3/5. Neste sentido, a estretégia de desomologacao
da cadeia ao homdélogo inferior com oito carbonos é tolerada para PPARa, bem
tolerada para PPARYy e deletéria para PPAR [3/0.

Desta forma, pode-se inferir que os resultados obtidos foram suficientes
para validar o planejamento estrutural postulado, além de evidenciar a aptidao
dos derivados em atuarem sobre os receptores PPARa e PPAR y. Haja vista
que a atual farmacoterapia utilizada para o tratamento da DHGNA apresenta
limitagdes relacionadas a efeitos adversos — como disturbios gastrointestinais,
hipoglicemia, disfungdo hepatica, mialgia, ganho de peso e danos
cardiovasculares —, o papel dos derivados-alvo ativadores duais de PPAR faz-
se ainda mais relevante, apontando-os como uma possivel terapéutica para o

tratamento desta patologia.

7.2 PERSPECTIVAS

Respaldado nessas conclusbdes, pode-se afirmar que constituem
perspectivas futuras a este trabalho a otimizagdo dos rendimentos globais
reacionais e a determinagao parametros tedricos e experimentais de pKa,
CLogP, CLogD e solubilidade dos derivados-alvo bem como as avaliagdes da
toxicidade farmacoldgica, da ativacdo de genes reguladores metabdlicos em
hepatocitos primarios de camundongos e a diferenciagdo de adipocitos em
linhagem celular 3T3-L1 e expressdo das proteinas adipocitarias aP2, LPL,
CD36 e adiponectina in vitro. Adicionalmente, a avaliagao farmacoldgica in vivo
dos melhores ligantes e o do estabelecimento da relagdo estrutura-

propriedade-atividade quimica dos possiveis agonistas duais PPARaly.
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ANEXO |

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) da mistura de cardanois (LDT10i, 40)
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ANEXO I

Espectro de RMN de "*C (125 MHz, CDCI3) da mistura de cardanois (LDT10i, 40)
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ANEXO Il

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) da mistura de 3-metdxicardanois (LDT27i, 41)

8;‘9%§f2%88 S8R 3 SR8 =3 8553 8NY
N Z2RRRRE 583 S 2Bb 85 ¥IINREIR
hhhhhhhh [Tl To o) (2] N NN ol —F—r—— 00O

A=
<
e
X
o~
—
<<
~
=
T
<
<<

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv



ANEXO IV

Espectro de RMN de "*C (125 MHz, CDCIl3) da mistura de 3-metoxicardanois (LDT27i, 41)
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ANEXO V

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) do composto 8-(3-metdxifenil)octan-1-ol (LDT72, 42)
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ANEXO VI

Espectro de RMN de '3C (125 MHz, CDCIz) do composto 8-(3-metoxifenil)octan-1-ol (LDT72, 42)
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ANEXO VII

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) do composto metanossulfonato de 8-(3-metoxifenil)octila (LDT72Ms, 43)
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ANEXO VI

Espectro de RMN de "3C (125 MHz, CDCIz) do composto metanossulfonato de 8-(3-metdxifenil)octila (LDT72Ms, 43)
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ANEXO IX

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) do composto 1-metoxi-3-octilbenzeno (LDT827, 44)
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ANEXO X

Espectro de RMN de '3C (125 MHz, CDCIlz) do composto 1-metoxi-3-octilbenzeno (LDT827, 44)
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ANEXO XI

Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCls) do composto 3-octilfenol (LDT810, 45)
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ANEXO Xl

Espectro de RMN de "*C (125 MHz, CDCI3) do composto 3-octilfenol (LDT810, 45)
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ANEXO Xl

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) do composto 2-metil-2-(3-octilfendxi)propanoato de etila (LDT808, 46)
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ANEXO XIV

Espectro de RMN de "*C (125 MHz, CDCIz) do composto 2-metil-2-(3-octilfendxi)propanoato de etila (LDT808, 46)
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ANEXO XV

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) do composto 2-(3-octilfendxi)etanoato de etila (LDT815, 47)
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ANEXO XVI

Espectro de RMN de '3C (125 MHz, CDCIz) do composto 2-(3-octilfenodxi)etanoato de etila (LDT815, 47)
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ANEXO XVII

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) do composto acido 2-metil-2-(3-octilfendxi)propandico (LDT809, 48)
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ANEXO XVIII

Espectro de RMN de "*C (125 MHz, CDCI3) do composto acido 2-metil-2-(3-octilfenoxi)propandico (LDT809, 48)

2 5 35 888 2YEE EBBBEELE B2
s 3 Y 3 3 [m N IS 85232338 o8
i Lo e 99 B = RRRR SUSAIKLY =3
......... T T T T T T T T e T R R T T e I T T e T e T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

103



ANEXO XIX

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) do composto acido 2-(3-octilfendxi)etanoico (LDT816, 49)
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ANEXO XX

Espectro de RMN de "3C (125 MHz, DMSO-d6) do composto acido 2-(3-octilfendxi)etanoico (LDT816, 49)
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