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RESUMO

QUEIROZ, Fellipe José Gomes. Sintese e Avaliacao de Inibidores de Histona
Acetiltransferases Planejados a Partir do Acido Isoanacardico. Dissertacio
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Saude. Universidade de
Brasilia. Brasilia, 2015.

As principais doengas inflamatorias intestinais — doenga de Crohn e colite ulcerativa
— apresentam carater inflamatério idiopatico agudo ou crénico que envolve a cascata
de sinalizacdo NF-kB por meio dos receptores Toll-like e TNF-a. No ambito das
modificacdes pds-translacionais, as acetilacoes reversiveis de residuos de lisina nas
subunidades p50 e p65 de NF-kB — promovidas por histonas acetiltransferases
(HAT) — modulam as respostas inflamatérias dependentes desta via. Neste contexto,
inibidores de HATs e.g. p300 e GCNS5, regulam as funcées do NF-kB induzidas por
TNF e IL-1B8 e compreendem estratégia terapéutica para o tratamento da UC.
Descrevemos neste trabalho o planejamento, a sintese e a avaliacao biolégica de
novos inibidores de histona acetiltransferases — p300 e GCN5 — obtidos a partir do
acido isoanacardico. A estratégia sintética permitiu a obtencdo de 25 derivados: 2
intermediarios aldeidos, 3 &acidos carboxilicos, 5 amidas e 15 ésteres, em
rendimentos que variaram de 78-98%. A avaliacdo biol6gica dos compostos-alvo
frente as enzimas p300 e GCN5 evidenciaram a capacidade dos derivados LDT380
(28), LDT383 (35) e LDT407 (32) — que contém a subunidade carboxila — atuarem
como inibidores de ambas acetiltransferases com ICso variando de 11 yM a 51 yM
para a enzima p300; e de 25 yM a 61 yM para a enzima GCN5. A confirmagéo da
atividade inibitéria dos compostos ativos por métodos ortogonais, os estudos de
docking com p300 e GCNS5, a avaliagdo sobre a translocagéo de NF-kB, bem como a
avaliacdo em modelos experimentais in vivo compreendem as perspectivas desse

trabalho.

Palavras-chave: Doencas Inflamatérias Intestinais, colite ulcerativa, NF-kB, HAT,
acido isoanacardico, p300, GCNS5.



ABSTRACT

QUEIROZ, Fellipe José Gomes. Synthesis and Evaluation of Histone
Acetyltransferases Inhibitors Planned from lIsoanacardic Acid. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Saude. Universidade de
Brasilia. Brasilia, 2015.

The major inflammatory bowel diseases - Crohn's disease and ulcerative colitis -
show acute or chronic idiopathic inflammatory profiles that involve the NF-kB
signaling cascade through Toll-like and TNF-a receptors. In the context of post-
translational modifications, reversible acetylation of lysine residues on p50 and p65
subunits of NF-kB - promoted by histone acetyltransferases (HAT) - modulate
inflammatory responses dependent on this pathway. In this context, HATs inhibitors
e.g. GCN5 and p300 regulate NF-kB functions induced by TNF and IL-18 and
comprise therapeutic strategy for the treatment of UC. Herein we describe the
design, synthesis and biological evaluation of new inhibitors of histone acetyl
transferases - p300 and GCN5 - obtained from isoanacardic acid. The synthetic
strategy allowed for obtaining 25 derivatives: 2 aldehyde intermediates, 3 carboxylic
acids, 5 amides and 15 esters in yields ranging from 78-98%. Biological evaluation of
target-compounds against the GCN5 and p300 enzymes revealed the ability of
compounds LDT380 (28) LDT383 (35) and LDT407 (32) - containing the carboxyl
subunit - to act as inhibitors of both acetyltransferases with 1Cso ranging from 11 yM
to 51 uM for p300; and from 25 uM and 61 yM for GCN5. The work’s perspectives
include the confirmation of the inhibitory activity of the active compounds by
orthogonal methods, docking studies with p300 and GCNS5, studies on the
translocation of NF-kB, ans posteriorly in vivo evaluation in experimental models of

colitis.

Keywords: Inflammatory Bowel Disease, ulcerative colitis, NF-kB, HAT, isoanacardic
acid, p300, GCNS.
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1 INTRODUCAO

As doencgas inflamatérias constituem um heterogéneo e complexo grupo
de doengas, compreendendo desde as mais simples — como as que acometem o
sistema locomotor — até as mais complexas — como o cancer — sendo causa
importante de morbidade e mortalidade (SALEEM et al., 2015; KIM et al., 2015;
KHAN et al., 2014; CURRAIS, 2015; FRERS et al., 2015). Dentre este grupo de
doengas, as inflamatorias intestinais tém sido alvo de estudos no Laboratério de
Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas — LADETER — no ambito de linha de
pesquisa sobre novos agentes anti-inflamatérios planejados a partir do liquido da
casca da castanha de caju (LCC).

As Doencas Inflamatérias Intestinais (DIl) sdo uma classe de patologias
que acometem o trato gastrointestinal (TGI) e possuem carater inflamatério
idiopatico agudo ou crénico (ATHANASAKOS, et al., 2014). Destacam-se, dentre as
DIl, a Colite Ulcerativa (UC) e a Doenca de Crohn (DC), que se diferenciam pela
localizagao inflamatéria, bem como pelas caracteristicas clinicas e patolégicas
(ATHANASAKQOS, et al., 2014; RAPOSO, 2008; MEIER e STURM 2011).

A UC é caracterizada por inflamagéao crénica e difusa da camada mucosa
e submucosa do intestino grosso, em geral, acompanhada de ulceragcbes. Os
episddios de remissdao e exacerbacdo do quadro inflamatério associados a UC
(ATHANASAKQOS, et al., 2014; MEIER e STURM 2011; KORNBLUTH e SACHAR,
2010; BACH e MORTENSEN, 2007) representam grande impacto socioeconémico e
de saude publica, devido a cronicidade e o tempo de internagdo prolongado que
afetam a qualidade de vida do paciente (WGO, 2009; LAKATOS e LAKATOS, 2006;
MALDAUN, 2007; FEAKINS, 2014; MEIER e STURM 2011).

A UC é uma doenca multifatorial com hipoteses baseadas em
predisposicao genética e polimorfismo em diversos genes, fatores imunolégicos e
fatores ambientais (LAKATOS e LAKATOS, 2006). Considerando que 0 processo
inflamatério é a principal caracteristica da UC, as principais vias inflamatérias
envolvidas nesta patologia sdo as vias iniciadas pela ativacao dos receptores Toll-
like e TNF-a, culminando com a cascata de sinalizacdo NF-kB (PETRONILHO,
2010; OLIVEIRA, COY e LEAL, 2012; PAIVA, 2011).
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As  modificagbes  pés-translacionais moduladas por  histonas
acetiltransferases (HAT) e desacetilases (HDAC) — em especial as acetilacdes
reversiveis de residuos de lisinas nas subunidades p50 e p65 de NFkB — tém papel
crucial na regulacao de diferentes funcdes do NF-kB (GHIZZONI et al, 2011). Uma
vez que as HATs p300/ CBP e PCAF acetilam as subunidades do NF-kB, a inibicao
destas enzimas modula diretamente a via de sinalizacdo dependente da acetilacdo
e, consequentemente, as respostas inflamatérias. O acido anacardico saturado — um
dos compostos presente na mistura de derivados fendlicos do liquido da casca da
castanha de caju — inibe a acetilacdo de p65 e suprime as ativagdes induzida e
constitutiva do NF-kB, levando a reducao da expressao de genes NF-kB-
dependentes (DANCY e COLE, 2015; GHIZZONI et al, 2011).

Adicionalmente, nas DIl, ha um aumento significativo da citocina pré-
inflamatéria IL-1PB, a qual esta associada a promogao destas patologias. A acetilagcao
mediada pela histona acetiltransferase GCN5 tem papel importante na regulacéo da
inducdo de genes responsivos a interleucina IL-1 e migragéo celular sob condi¢des
inflamatorias. Neste sentido, inibidores GCN5, capazes de modular a transcricao do
NF-kB induzida por IL-1B, aparecem como relevante estratégia terapéutica (KIM et
al., 2013; COCCIA et al., 2012).

Devido a multifatoriedade e complexidade da UC e considerando as acoes
anti-inflamatérias atribuidas aos derivados salicilicos como 5-ASA (KIM et al., 2012)
— inibidor NFkB — e do acido anacardico saturado (SUNG et al., 2008; GHIZZONI et
al., 2010) — inibidor NFkB e HAT (p300/CBP, PCAF, Tip60, GCN5) — foram
planejados derivados do acido isoanacardico — orto-regioandlogo do &cido
anacardico — como agentes inibidores das histona acetiltransferases p300 e GCN5,
candidatos ao tratamento de doencas inflamatorias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A inflamacdo é um processo fisiopatoldgico presente em diversas
doencas, sendo responsavel pela maioria de seus sintomas agudos, bem como pela
sua cronicidade. E um mecanismo de defesa natural do organismo contra a injuria
tecidual ou celular frente a estimulos infecciosos, lesdo mecanica ou térmica. As
doencas inflamatérias constituem um heterogéneo e complexo grupo de doencas
(Figura 1), compreendendo desde as mais simples — como as que acometem o
sistema locomotor — até as mais complexas — como o cancer — sendo causa de
morbidade e mortalidade (SALEEM et al., 2015; KIM et al., 2015; KHAN et al., 2014;
KHAN et al., 2013; CURRAIS, 2015; FRERS et al., 2015).

As doencas inflamatérias podem ser divididas em: infecciosas (tuberculose
e outras infeccoes bacterianas, sepse, doencas tropicais, infeccdes virais e
fungicas); autoimunes ou diretamente ligadas a resposta imunolégica (lUpus, artrite
reumatoide, psoriase, asma e afeccdes do trato respiratorio, processos alérgicos); e
multifatoriais (doencas inflamatérias intestinais - DIl, doengca de Alzheimer,
aterosclerose e cancer) (CHANDEL, PRAKASH e MEDHI, 2015; KIM et al., 2015;
RAWASHDEH et al., 2015; JIE et al., 2015; RIFAI et al., 2015; CURRAIS, 2015;
FRERS et al., 2015).

Cancer

Doengas Doengas
pulmonares cardiovasculares

N I 7

Doencas - _
\ Neurolégicas < BIUEWELE DM ——> Alzheimer

/ ]

S
~\  Doencas Diabetes I
. N autoimunes
( N
z o
A RN Artrite
J N

q".f/
Figura 1 — Inflamag&o e patologias associadas.
Fonte: Adaptado de <http://macularhope.org/pay-attention-chronic-inflammation/>
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Dentre este grupo de doencas, as inflamatérias intestinais tém sido alvo
de estudos no Laboratério de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas —
LADETER - no ambito de linha de pesquisa sobre novos agentes anti-inflamatérios
planejados a partir do LCC (ALVES, 2015).

2.1 DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS

As Doencas Inflamatdrias Intestinais (DIl) sdo uma classe de patologias
caracterizadas por processo inflamatério idiopatico agudo ou crénico que acomete o
trato gastrointestinal (TGI). Destacam-se, dentre as DII, a Colite Ulcerativa (UC) e a
Doenca de Crohn (DC), que representam a maioria dos casos de DIl e se
diferenciam pela localizagdo inflamatdria, bem como pelas caracteristicas clinicas e
patolégicas (ATHANASAKOS, et al., 2014; WGO, 2009; RAPOSO, 2008;
MALDAUN, 2007).

A UC é caracterizada por inflamacao difusa e crénica da camada mucosa
e submucosa do intestino grosso, em geral, acompanhada de Ulceras, com cursos
de remissdo e exacerbacdo do processo inflamatério. Por sua vez, a DC é
distinguida por inflamacao crénica de qualquer parte do trato gastrointestinal, da
boca ao anus. Apresenta ainda comprometimento descontinuo, sem alteragcdes em
meio a areas comprometidas (MEIER e STURM 2011; KORNBLUTH e SACHAR,
2010; BACH e MORTENSEN, 2007; HARA, 2007).

A patogenia das DIl ndo é completamente conhecida. Fatores genéticos e
ambientais, bem como alteracées no sistema imunolégico e na microbiota intestinal
contribuem para a iniciacdo e progressdao do quadro inflamatério e suas
complicacdes (ATHANASAKOS, et al., 2014; WGO, 2009; MALDAUN, 2007).

As DIl representam um problema de saude publica, principalmente devido
a cronicidade e dificuldades no diagnéstico diferencial e tratamento (WGO, 2009;
FEAKINS, 2014; MEIER e STURM 2011; LAKATOS e LAKATOS, 2006). Acometem
individuos de varias idades e, devido ao seu curso clinico prolongado e recidivas,
interferem no convivio social, habilidade no trabalho e no campo educacional e,
consequentemente, na qualidade de vida (WGO, 2009; LAKATOS e LAKATOS,
2006; MALDAUN, 2007).
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2.2 COLITE ULCERATIVA

Em 1793, o médico patologista escocés Matthew Baillie sugeriu — em seu
livro "Anatomia Patolégica de algumas das mais importantes partes do corpo
humano” — que os pacientes estavam morrendo de colite ulcerativa. Entretanto,
somente em 1875, os médicos britdnicos Samuel Wilks e Walter Moxon
descreveram o relato de caso de uma mulher jovem que morreu de diarréia
sanguinolenta grave. O relatério da autdpsia descreveu ulceragdes e inflamacao de
todo o colon, caracterizando um caso de colite ulcerativa precoce (RAPOSO, 2008;
KIRSNER, 2001).

Na primeira década do século 20 diversos procedimentos e diagnosticos
foram realizados. Em 1902, o médico R. F. Weir realizou apendicostomia em
paciente com UC para facilitar a irrigacao do célon com permanganato de potassio
devido a infeccao (KIRSNER, 2001). Em 1907, o médico John Percy Lockhart-
Mummery, por meio da recém técnica de proctosigmoidoscopia eletricamente
iluminada, diagnosticou carcinoma de célon em 7 de 36 pacientes com UC
(KIRSNER, 2001; MULDER et al., 2014). Em 1909, 317 pacientes se encontravam
internados em hospitais de Londres com uma doenca inflamatéria e ulcerativa do
cblon. Nas demais décadas, diversos casos de UC foram relatados na Europa e nos
Estados Unidos. Na época, as especulagdes sobre a etiologia incluiam alergia a
alimentos e pdlen e, ainda, disturbios psicogénicos. Mais tarde, o tratamento com
sulfonamidas (1938) e, posteriormente, com penicilina (1946), enfatizou a
possibilidade de infecgdo bacteriana. Durante a década de 1950, houve respostas
favoraveis ao uso de horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e esterdides adrenais,
despertando o interesse em mecanismos imunolégicos (KIRSNER, 2001).

As principais manifestagdes clinicas da UC sao diarréia, em geral, com
sangue e muco, dor abdominal e sangramento retal, caracterizada por periodos de
remissdo e exacerbacado da doenca. Com menos freqiéncia pode ocorrer febre,
cansaco, perda de apetite e de peso. Adicionalmente, outras complicacées como
sepse — devido a facilidade de infeccao por meio das les6es da mucosa intestinal — e
anemia — causada pela perda crénica de sangue — podem ocorrer (GUIMARAES e
YOSHIDA, 2008; KORNBLUTH e SACHAR, 2010; RADOVANOVIC-DINIC, 2003;
LONGO et al., 2012). Observa-se ainda a existéncia de relacdo entre pacientes com
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UC e neoplasias intestinais, as quais sdo dependentes da duragdo e extensao da
doenca (KORNBLUTH e SACHAR, 2010; WILSON, 2010; MACHADO, 2010;
CARMO, 2010; NUNES, 2009).

Em geral, para o diagnéstico da UC sao necessarios diversos exames,
dentre eles, hemograma, imunohistoquimica, histopatologia, biologia molecular,
exame de fezes para eliminar infecgdes e para pesquisa de presenca de sangue e
muco. Endoscopia, raios X, tomografia computadorizada e, mais recentemente,
imagens por infravermelho, sao utilizados (PAIVA, 2011; PINHO, 2008; USA, 2010;
AFIFY, SAYED e ELHAMMADY, 2010; RANGEL, 2010; FABRIS, 2011; ARAUJO,
2009; LIMA, 2009; LONGO et al., 2012).

Apesar de acometer individuos de qualquer idade, a UC apresenta
distribuicao etaria bimodal com um pico entre 20 e 40 anos e outro em idade mais
tardia, ap6s 50 anos. Em geral, ndo ha diferenca quanto ao género (GUIMARAES,
2008; PAIM et al., 2009; OLIVEIRA, 2010; SOUZA, 2008; LONGO et al., 2012;
MALDAUN, 2007).

Na América do Norte, a UC apresenta taxa de incidéncia de 2,2-14,3
casos por 100.000 pessoas por ano e prevaléncia de 37-246 casos por 100.000
pessoas por ano. Na Europa, a taxa de incidéncia é de 1,5-20,3 casos por 100.000
pessoas por ano e prevaléncia de 21,4-243 casos por 100.000 pessoas por ano
(LONGO et al., 2012; SILVA, 2014; LAKATOS e LAKATOS, 2006).

Estudos epidemiolégicos recentes indicam aumento na incidéncia de DII
pediatricas que, nessa fase, ainda ndo podem ser diferenciadas, mas que levam a
morte durante os primeiros anos da doenca e risco de cancer de célon quando de
loga duracdo (ATHANASAKQOS, et al., 2014; SILVA, 2014; LONGO et al., 2012;
FIGUEIREDO et al., 2004).

Os dados epidemiolégicos, no Brasil sao inconsistentes devido as
dificuldades no diagnéstico e a subnotificacao (PAIM et al., 2009; OLIVEIRA, 2010;
SOUZA, 2008; ABCD, 2014). As comorbidades associadas, colites de outras
etiologias e pouco conhecimento dos profissionais de saude com relagdo a doenca,
contribuem para as dificuldades no diagnéstico dessa patologia (PAIM et al., 2009).

Em face ao aumento da incidéncia e prevaléncia da UC com o
crescimento e envelhecimento da populacdo mundial e brasileira, novos estudos
relacionados as DIl sdo necessarios (LONGO et al., 2012; PAIM et al., 2009; SILVA,

2014). Os impactos e custos, tanto para o sistema de saude quanto para o individuo,
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sao altos. A UC altera a qualidade de vida dos pacientes devido ao elevado tempo
de internagdo, cronicidade, periodos de exacerbagdo e inumeras complicacoes
(WGO, 2009; OLIVEIRA, 2010, LONGO et al., 2012).

2.3 FISIOPATOLOGIA

A UC apresenta processo inflamatorio ulcerativo crénico e difuso,
atingindo a camada mucosa e submucosa do instestino grosso. Aproximadamente
40% a 50% dos individuos apresentam inflamacédo limitada ao reto (Retocolite)
(Figura 2) e reto-sigmoide (Reto-sigmoidite), 30-40% apresentam difusdo para além
do célon sigméide e parte do coélon descendente (Colite Esquerda), mas
preservando parte do intestino grosso, e 20% apresentam expansdo para demais
areas do intestino grosso, ultrapassando o éangulo esplénico (Pancolite)
(ATHANASAKOS, et al., 2014; RAPOSO, 2008; MEIER e STURM, 2011;
KORNBLUTH e SACHAR, 2010; BACH e MORTENSEN, 2007; HARA, 2007;
LONGO et al., 2012; SILVA, 2014).

Colite ulcerativa

Colite
- do lado
esquerdo

tosigmoidite

Figura 2 — Distribuicdo da UC.
Fonte: ADAM

A avaliacao endoscépica mostra que, quando a inflamacéo esta no estagio
inicial ou € de intensidade leve, a mucosa se apresenta eritematosa com superficie

de aspecto granular fino. No estagio mais grave a mucosa € hemorragica,
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edematosa e ulcerada. Pode haver ocorréncia de pblipos inflamatérios
(pseudopdlipos) na doenca de longa duracdo, como resultado da regeneracao
epitelial. Durante a fase de remissdo a mucosa pode parecer normal, entretanto,
pacientes com varios anos de doenca apresentam célon com aspecto atrofiado. Em
estagio fulminante, pode-se desenvolver colite téxica ou megacdlon, no qual a
parede do célon se torna muito fina e a mucosa é extretamente ulcerada, podendo
levar a perfuracao (LONGO et al., 2012; FERREIRA et al., 2011).

A analise histoldgica, o processo limita-se & camada mucosa e submucosa
superficial. Somente no estagio fulminante da UC as camadas mais internas séo
afetadas. Outras alteracbes também podem ser encontradas como agregados
linféides, congestao vascular da mucosa com edema e hemorragia focal, além da
presenca de infiltrado de células inflamatérias como neutrdéfilos, linfécitos e
macréfagos (LONGO et al., 2012).

2.4 ETIOPATOGENIA

A UC é uma doenca multifatorial com causas ainda desconhecidas e
hipoteses baseadas em predisposicao genética e polimorfismos em diversos genes,
fatores imunolégicos e fatores ambientais relacionados a dieta, tabagismo, estresse
psicoldgico e exposicao a alguns medicamentos (LAKATOS e LAKATQOS, 2006).

Fatores Genéticos

A UC pode ser transmitida por heranga genética, possuindo polimorfismos
comuns a todos os portadores e outros especificos de grupos étnicos. Ha fatores
genéticos ligados a extensdao e severidade da doenca, como polimorfismos nos
genes que codificam IL-1 e IL-17 (LONGO et al., 2012; RAPOSO, 2008; SOUZA,
2012). Parece haver ainda, uma forte associacdo com polimorfismos nos genes do
antigeno leucocitario humano (HLA) (RAPOSO, 2008; WILSON, 2010; FDEZ-
MORERA et al., 2003; NUNEZ et al., 2006; YAMAMOTO-FURUSHO et al., 2003;
YAMAMOTO-FURUSHO et al., 2004; FERGUSON et al.,, 2007) e da regiao
promotora do TNF-a (YAMAMOTO-FURUSHO et al., 2004). Adicionalmente,
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polimorfismos nos genes do complexo principal de histocompatibilidade de classe 1
(MHC de classe 1) (FDEZ-MORERA et al., 2003), do fator inibitério de migracao de
macréfagos (MIF), do receptor Toll-like 4 (TLR4) e da proteina CD14, sao
encontrados em pacientes portadores de UC (SIVARAM et al., 2012).

Fatores Imunoldgcos

A presenca de marcadores sorolégicos, como anticorpos anti-citoplasma
neutrofilico (ANCA), também sdo estudados quando se avalia a severidade e
extensdo da doenca. A positividade sorolégica para anticorpo perinuclear anti-
citoplasma neutrofilico (p-ANCA), em geral, esta associada a severidade e
resisténcia ao tratamento (SILVA, 2014; RAPOSO, 2008; LONGO et al., 2012;
ASAKURA e SUGIMURA, 1995).

O gene supressor de tumores p53 é responsavel por expressar a proteina
p53 que participa do ciclo celular, promovendo reparos no DNA e estimulando a
apoptose. Mutacdes neste gene levam a expressao de p53 inativa que € acumulada
nas células alteradas. A maior expressao de p53 mutada em pacientes com UC,
demonstra a relacao da doenga com o risco de neoplasia colorretal (RAPOSO, 2008;
JURACH, 2003; CARMO, 2010; BALDIN JUNIOR, 2005; MACHADO et al., 2010).

Na UC ativa, é notada a presenca de infilirado de células inflamatérias na
mucosa intestinal, com elevada producao de IgG1 e de macréfagos, bem como
predominancia de resposta imunoldégica, predominantemente, do tipo Th1
(RAPOSO, 2008; EBERT et al., 2006). Mediadores inflamatorios, incluindo citocinas
e espécies reativas de oxigénio (ROS), contribuem para a resposta imune e
formacao da cascata inflamatéria. H4 o aumento significativo de citocinas pro-
inflamatérias (TNF-a, IL-1B) e diminuigao das citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10)
na mucosa do célon de pacientes com UC (WANG et al., 2011; WALDNER e
NEURATH, 2015).

Adicionalmente, é descrita a presenca de IgG1 e outros anticorpos contra
as isoformas 1 e 5 da tropomiosina humana (hTM1 e hTM5), familia de proteinas de
microfilamento citoesqueletal encontradas no interior ou na superificie de células
epiteliais colénicas. Esses autoanticorpos podem levar a destruicdo de colondcitos,
iniciando ou agravando o quadro clinico da UC (EBERT et al., 2006; GENG et al.,
1998). Trabalhos sobre a acdao de autoanticorpos contra a proteina humana CD13
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(aminopeptidase N) relatam efeitos citotdéxicos e alteracdo de fungdes celulares.
Estes estudos reforcam a existéncia de mecanismo de autoimunidade envolvido na
etiopatogenia da UC (RAHBAR, BOSTROM e SODERBERG-NAUCLER, 2006).

Considerando que a principal caracteristica da UC é o processo
inflamatério, as principais vias envolvidas nesta doenca séo as ativadas por ligantes
dos receptores Toll-like e TNF-a, que culminam na cascata de sinalizacao NF-kB
(PETRONILHO, 2010; OLIVEIRA, COY e LEAL, 2012; PAIVA, 2011).

O epitélio intestinal possui uma barreira imunoldgica responsavel por
proteger o organismo de patégenos e antigenos vindos dos alimentos. Os padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs), sdo respostas do sistema
imunoldgicos frente a antigenos produzidos por bactérias, fungos e virus presentes
em alimentos ou acessam o TGl por via oral devido a técnicas de higiene
inadequadas. Antigenos como os lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicanas,
flagelinas e lipoproteinas, atuam em diversos tipos de receptores de reconhecimento
padrdao (PRR) como grupo de receptores de membrana celular que incluem os
Receptores Toll-like (TLRs) (PETRONILHO, 2010; OLIVEIRA, COY e LEAL, 2012;
PAIVA, 2011).

Receptores Toll-like (TLRs)

Os TLRs (Figura 3) sao receptores protéicos de membrana celular (TLRs 1,
2, 4, 5 e 6) ou endossomais (TLRs 3, 7, 8 e 9), expressos predominantemente em
células apresentadoras de antigenos (APCs) como macro6fagos e células dendriticas.
A ativacdo dos TLRs resulta na producao do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
na ativacdo da cascata NF-kB, desencadeando a resposta inflamatoria
(PETRONILHO, 2010; OLIVEIRA, COY e LEAL, 2012; PAIVA, 2011). O TNF-a é
uma citocina pro-inflamatéria produzida predominantemente por linfécitos T e
macréfagos ativados. Ao interagir com o receptor especifico (TNFR), promove
sinalizacgdes celulares que resultardo na ativacdo da cascata NF-kB, desencadeando
a resposta inflamatéria presente na UC (LEAL et al., 2006; PAIVA, 2011; FRANCO,
2010; FRUET, 2010; RUIZ et al., 2007; ZHANG et al., 2015).
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Figura 3 — Sinalizagao Toll-like.
Fonte: Adaptado de http://www.cellsignal.com

Fator de Necrose Tumoral  (TNF-c)

O TNF-a é uma das principais citocinas responsaveis pela mediacdo da
resposta inflamatéria e dano tecidual em diversas condigbes (BRADLEY, 2008; WEI
et al.,, 2008; YIN et al., 2011). Sua origem vem, principalmente, de células
inflamatérias como macrofagos e linfécitos T. Existem dois receptores de superficie
celular para o TNF-a (TNFR1 e TNFR2) que sédo expressos de acordo com o tipo de
célula. Ambos os receptores interagem com TNF-a, entretanto, o TNFR1 esta
envolvido na maioria das cascatas de sinalizacdo relacionadas a atividade pré-
inflamatéria, dano celular e apoptose (DOHI et al., 2014; BRADLEY, 2008; WEI et al.,
2008; YIN et al., 2011). A cascata de sinalizagdo ativada por TNF-a é complexa e
completamente entendida, entretanto, a ativacdo da via de sinalizagdo NF-kB é o
ponto-chave da cascata de sinalizacao ativada por TNF-a (Figura 4) (DOHI et al.,
2014; BRADLEY, 2008; WEI et al., 2008).
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Figura 4 — Ativacdo da via NF-kB por ligantes TNF-a.
Fonte: Adaptado de TOMAR e SINGH, 2015

Individuos sadios, em geral, ndo apresentam niveis séricos de TNF-a
detectaveis. Entretanto, niveis elevados em amostras de tecido e soro estdo
associados a quadros inflamatérios e infecciosos (BRADLEY, 2008; YIN et al., 2011).
Adicionalmente, o TNF-a esta envolvido na indug¢ao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), levando a ativacao da transcricdo de genes da resposta a estresse oxidativo,
agravando e prolongando o processo inflamatério (WANG et al., 2011; LARRICK e
WRIGHT, 1990; ROESSNER et al., 2008). Apesar de mondcitos e macrofagos
serem a principal fonte de TNF-a em patologias inflamatérias, outras células, como
mastoécitos, linfécitos T e B, Natural Killer (NK) e neutréfilos, podem produzi-lo
(BRADLEY, 2008; WEI et al., 2008).

Fatores Ambientais

Alguns fatores ambientais parecem estar associados ao aparecimento de

sintomas da UC, bem como estdo relacionados a recidivas ou agravamentos. Em
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geral, a interrupcdo do uso do fumo em tabagistas crénicos, estresse psicolégico,
hébitos alimentares e uso de anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) sdo os mais
relatados (DANESE, SANS e FIOCCHI, 2004; EKBOM, 2004; HVIID, SVANSTROM
e FRISCH, 2011; NEUMAN e NANAU, 2012; RAPOSO, 2008; MALDAUN, 2007;
LAKATOS e LAKATOS, 2006).

Curiosamente, ha relatos que tabagistas crénicos que pararam de fumar
passaram a desenvolver sinais clinicos de UC, assim também, os que ja possuiam a
doenga, com a interrupcdo do tratamento foram observados agravamento dos
sintomas. Alguns estudos mostram que o uso de nicotina nesses pacientes parece
ter um efeito benéfico no curso da doenca (KIKUCHI, ITOH e FUKUDA, 2007;
NIKFAR et al., 2010; SANDBORN, 1999; PULLAN et al., 1994). Entretanto, em
outros estudos realizados nao foram observadas alteracdes clinicas relevantes com
0 uso de nicotina, indicando que a relacao entre nicotina/tabaco e UC ainda nao esta
bem esclarecida, ou que as demais substancias presentes no tabaco podem agir de
forma sinérgica no controle da doenca (INGRAM et al., 2005a; INGRAM et al.,
2005b; NIKFAR et al., 2010).

O estresse psicoldgico estd associado com o inicio e agravamentos dos
sinais sintomas da UC. Estudos demonstraram que pacientes submetidos a estresse
psicossocial agudo e crénico foram mais susceptiveis a apresentaram periodos de
exacerbagdo (LEVENSTEIN et al., 2000; MAWDSLEY et al., 2006; DANESE, SANS
e FIOCCHI, 2004).

Os héabitos alimentares estdo envolvidos tanto na remissdo quanto na
exacerbacdo dos sintomas. Pré- e pro-bidticos, incluindo acidos graxos, fibras e
certos tipos de proteinas, desempenham papel protetor da mucosa e regulador da
microbiota intestinal (FERGUSON et al., 2007; MARCHI et al., 2014; PRINCE et al.,
2011; ANDERSEN et al., 2012). Por sua vez, laticinios, certos tipos de cereais e
proteinas, gorduras e bebidas alcodlicas estdo associados com a exacerbacédo da
UC (FERGUSON et al., 2007; PRINCE et al., 2011; ANDERSEN et al., 2012). Desta
forma, 0 acompanhamento nutricional visando dieta individual de pacientes com UC
€ relevante para o controle de sinais e sintomas clinicos (FERGUSON et al., 2007;
PRINCE et al., 2011; JOWET et al., 2003).

O uso prolongado de anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) aparece
associado a complicacoes clinicas e reacoes adversas no TGl, devido a ulceragdes
e erosdes da mucosa do colon de pacientes com UC (SCARPIGNATO e HUNT,
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2010; LEVENSTEIN et al.,, 2000; BJARNASON e MACPHERSON, 1994;
BJORKMAN, 1996; HAWKINS e HANKS, 2000). Contrariamente, relatos mostram
que estes agentes — inibidores COX-2 — suprimem a inflamacéao colénica sem causar
complicacdes (CIPOLLA et al., 2002).

2.5 ALVOS FARMACOLOGICOS

Fator de Trancrigdo Nuclear kappa B (NF-kB)

O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) é membro da familia de
fatores de transcricdo estruturalmente relacionados que promovem a expressao de
genes envolvidos em diversos processos celulares. NF-kB é expresso em todas as
células e é extensivamente estudado em células do sistema imunol6gico devido a
regulacdo da expressao de genes envolvidos na resposta imune, processos
inflamatérios, sobrevivéncia e proliferagao celular. A familia NF-kB é formada por
cinco proteinas estruturalmente relacionadas — p50, p52, p65 (RelA), RelB e c-Rel —
e possuem porcdo N-terminal conservada com cerca de 300 aminoacidos (RHD —
Rel Homology Domain). Esta se divide em regides relacionadas ao reconhecimento
pelo DNA e de dominio de dimerizacédo referente ao sinal de localizagdo nuclear
(NSL). A porgédo C-terminal difere dentre as subunidades p65, RelB e c-Rel, que
possuem dominio de transativacao (TAD) necessario para atividade transcricional
(GUTIERREZ e DAVIES, 2011; KUMAR et al., 2004; TOMAR e SINGH, 2015;
MEFFERT e BALTIMORE, 2005).

As subunidades p50, p52, p65 (RelA), RelB e c-Rel formam homodimeros
e heterodimeros responsaveis por induzir ou inibir a expressao génica. As formas
indutoras sdo os heterodimeros p50/p65 — 0 mais estudado — ou p52/p65, enquanto
as inibidoras compreendem os homodimeros p50/p50 ou p52/p52. No citoplasma, 0s
homodimeros inativos encontram-se complexados com um membro da familia de
proteinas inibidoras kappa-B (IkB): IkBa., kBB, IkBe, IkB-R, IkBy (p105), IkBd (p100)
e Bcl-3 (GUTIERREZ e DAVIES, 2011; KUMAR et al., 2004; LI e VERMA, 2002).
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Os estimulos provenientes de citocinas, patégenos virais e bacterianos,
agentes indutores de estresse oxidativo ativam a cascata NF-kB no citoplasma da
célula (GUTIERREZ e DAVIES, 2011; KUMAR et al., 2004; TANAKA et al., 2001;
DOHI et al., 2014; TOMAR e SINGH, 2015; WANG et al., 2011; KALTSCHMIDT,
WIDERA e KALTSCHMIDT, 2005), para os quais sao descritas duas vias de
ativacao: Classica (canénica) ou Alternativa (ndo-candnica) (Figura 5). A ativacdo da
via classica ocorre quando um ou mais receptores sado ativados e.g. receptor de
TNFa, receptores Toll-like ou receptor de célula T (TCR) (WANG et al., 2011;
BONIZZI e KARIN, 2004). Ap6s o estimulo as proteinas envolvidas sdo ativadas
levando a fosforilacdo do complexo latente p50/p65/IkBa. Essa fosforilagdo ocorre
nos residuos conservados de seriva (Ser32 e Ser36), situados na por¢cao N-terminal
do IkBa, por meio do complexo de proteinas quinases IKKa/IKKB. O complexo IKK é
formado pelas subunidades cataliticas IKKa (IKK1) e IKKB (IKK2) e pelo modulador
nao-essencial de NF-kB (NEMO ou IKKy), que atua com funcdo regulatéria no
complexo IKK. O recrutamento de IKK para formacdo do complexo ocorre quando
um conjunto de proteinas ancoradoras e adaptadoras (TRAFs, TIRAP e MyD88) e
quinases (RIP e IRAK) organizam-se na ocorréncia de estimulo (GUTIERREZ e
DAVIES, 2011; KUMAR et al., 2004; TANAKA et al., 2001; DOHI et al., 2014;
TOMAR e SINGH, 2015; WANG et al, 2011; KALTSCHMIDT, WIDERA e
KALTSCHMIDT, 2005; BONIZZI e KARIN, 2004).

A fosforilagdo da subunidade IkBa, presente no complexo p50/p65/IkBa,
faz com que o NEMO oligomerise e ligue-se a cadeia de poliubiquitina, através do
dominio de ligagdo Ub (Uba), com ubiquitinagdo da IkBa. A ubiquitinacdo faz com
que a IkBa seja degradada pelo proteossoma 26S (TANAKA et al., 2001; TOMAR e
SINGH, 2015; XIAO, 2004) liberando o dimero p50/p65 e expondo o sinal de
localizagao nuclear de p65, induzindo a translocacéo do dimero para o ndcleo, no
qual liga-se ao sitio promotor kB do gene-alvo, regulando sua transcricao e ativando
as respostas imune e inflamatéria (TOMAR e SINGH, 2015; PAUL, GOHIL e
BHUTANI, 2006; DOHI et al., 2014). Isso sugere que a ubiquitinagcdo desempenha
importante papel na regulacdo de diferentes passos da via NF-kB (TOMAR e
SINGH, 2015). A translocacdo do dimero ativo para o nucleo esta relacionada a
regulacdo e ativacado de genes associados as respostas imune e inflamatéria e.g.
como TNF-q, IL-6, IL-2, IL-8 e molécula de adesao intercelular 1 (ICAM-1) (WANG et
al., 2011; XIAO, 2004; BONIZZI e KARIN, 2004).
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Por sua vez, é descrito que o reconhecimento de TNF-a pelo receptor
TNFR1 ativa o complexo IKK, via dominio TRADD, desencadeando o processo de
degradacao da proteina inibitéria IkBa. Como resultado, ha liberacdo de NF-kB
(PAUL, GOHIL e BHUTANI, 2006; DOHI et al., 2014; VALLE et al., 2009), revelando
mecanismo de auto-regulacdo positiva que amplifica a resposta inflamatéria e
perpetua o quadro de inflamacdo intestinal crénica. Neste sentido, novas
abordagens terapéuticas tém focado o uso de inibidores TNF-a para o tratamento da
UC e mais recentemente oligonucleotideos, inibidores proteassémicos e agonistas
PPAR gama (PIRAT et al., 2012; YAN e POLK, 1999a; CUI et al., 2014; DOHI et al.,
2014; DOU et al., 2014; VALLE et al., 2009).

Foi detectados um aumento na ativacdo de NF-kB na mucosa de
pacientes com DIl e em modelos experimentais de colite (DOU et al., 2014). Desta
forma, a inibicAdo da atividade de NF-kB observada em modelos experimentais —
relacionada a inibicdo da expressdo de mediadores pro-inflamatoérios 6xido nitrico
sintase (iINOS), ciclooxigenase 2 (COX2), TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-17 e intérferon y
(IFN-y) — aparece como estratégia eficiente para o tratamento da UC (ZHANG et al,
2014; DOU et al, 2014; DOHI et al., 2014).

Considerando a via alternativa (ndo-canbnica), esta € iniciada,
principalmente, pela ativacao dos receptores de linfotoxina B, do fator de ativacao de
células B (BAFFR), do ativador do receptor de NF-kB (RANK) ou receptor CD40
(CD40R), mediado pela quinase indutora de NF-kB (NIK), sendo estritamente
dependente de IKKa, mas independente de IKKB e NEMO. Nessa via, a NIK sinaliza
para IKKo fosforilar a por¢cédo C-terminal da proteina p100 (IxBd) associada ao RelB,
seguida de poliubiquitinagdo e degradacdo no proteossoma, liberando o
heterodimero p52/RelB. A translocacdo desse dimero para o nucleo esta
relacionada com a expressdao de genes envolvidos no desenvolvimento e
manutencao de 6rgaos linféides secundarios (p. ex.: linfonodos e baco) (XIAO, 2004;
ELGUETA et al., 2013; Ll et al., 2013; LIU et al., 2012; TAO e GHOSH, 2012; LEON-
BOENIG et al., 2012; MORTIER et al., 2010; THU e RICHMOND, 2010).
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Figura 5 — Cascata de ativacdo NF-kB. Via Classica e Alternativa.
Fonte: Adaptado de http://www.cellsignal.com

Fatores epigenéticos: p300 e GCN5

O termo epigenética, proposto por Conrad Hal Waddington
(SPEYBROECK, 2002; KELLERMAYER, 2012), esta relacionado a alteracoes
reversiveis e hereditadrias do genoma sem variagao na sequéncia de nucleotideos do
DNA (KELLERMAYER, 2012; KHAN e KHAN, 2010). Modificacbes em histonas,
como acetilagdes, metilacbes e fosforilagdes, alteram sinais de recrutamento de
proteinas envolvidas na atividade transcricional, bem como proporcionam mudangas

na estrutura da cromatina e consequentemente nas interacdes histonas-DNA



37

(PORTELA e ESTELLER, 2010; WU, 2011; DEKKER e HAISMA). Essas
modificacbes sdo mecanismos moleculares responsivos, originadas de fatores
ambientais que, ao longo do tempo, estabeleceram padrdes de modificacdo da
expressao génica de forma independente do codigo genético, os quais podem ser
criticos para o desenvolvimento de determinadas patologias como a UC. Habitos de
vida e alimentares, exposicao a substancias € o meio sécio-cultural em que se vive,
contribuem para a ocorréncia de alteracbes epigenéticas. Adicionalmente, a
observacao de alteragdes na expressao génica de diferentes fatores imunolégicos e
inflamatorios, os quais variaram etnicamente, apoiam o envolvimento da hipétese
epigenética na UC (KELLERMAYER, 2012; KHAN e KHAN, 2010).

A acetilacido de residuos de lisina das histonas ocorre por meio de
enzimas com atividade Histona Acetiltransferase (HAT) e.g. p300, PCAF e GCN5
(Figura 6), aumentando a acessibilidade do DNA a fatores de transcricdo (IMHOF et
al., 1997; KHAN e KHAN, 2010). As HATs catalisam a tranferéncia de um grupo
acetil, a partir da acetil-CoA, para o grupo N-terminal dos residuos de lisina presente
nas histonas. A acetilacdo neutraliza as cargas positivas nos nucleos das histonas
reduzindo a afinidade da subunidade N-terminal acetilada das histonas ao DNA
(KHAN e KHAN, 2010; YANG, 2004; HASSAN et al., 2002; MUJTABA et al., 2004;
SUN et al., 2004; ROTH, DENU e ALLIS, 2001; HASAN e HOTTIGER, 2002).
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Figura 6 — Acatilacdo de Histonas.
Fonte: Adaptado de <http://www.cellsignal.com/>
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As histonas acetiltransferases sé@o classificadas em dois grupos (A e B),
baseado na sua localizagédo intracelular e tipo de substrato. As enzimas do tipo A
localizam-se no nucleo e sao responsaveis pela acetilacdo de histonas
nucleossomais em reagdes intimamente ligadas a ativagéo da transcricdo. As HATs
do tipo B sdo encontradas no citoplasma e acetilam histonas recém sintetizadas,
antes da montagem da cromatina durante a replicagdo do DNA (KIKUCHI et al.,
2011; KUO e ALLIS, 1998).

A EP300 ou p300 — originalmente identificada como fator de ligacdo a
proteina adenoviral E1A — é uma proteina expressa ubiquamente e participa em
diversos processos, incluindo proliferacdo celular, processos metabdlicos,
diferenciacdo miogénica e hematopoiética, estabilidade genbmica e resposta a
infeccao viral. A p300 pertence as acetiltransferases do grupo A e atua como
coativador geral de transcricdo e acetilacdo de histonas (Figura 7), bem como de
proteinas nao-histonas. A acetilacdo de proteinas ndo-histonas pode acarretar em
efeito positivo ou negativo na regulacdo transcricional por afetar as interacdes
proteina-proteina ou proteina-DNA (KALKHOVEN, 2004; KIKUCHI et al., 2011).
Neste sentido, p300 pode acetilar a proteina ativadora de transcricdo p53, levando a
maior atividade especifica de ligacdo ao DNA (KHAN e KHAN, 2010).
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Figura 7 — Acetilagéo catalizada por p300.
Fonte: DANCY e COLE, 2015
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A p300 esta associada a supressao tumoral e resposta a antigenos virais,
em que evidéncias sobre muta¢des no gene EP300 foram encontradas em diversos
tipos de tumores e algumas doengas genéticas raras (CHAN e LA THANGUE, 2001;
GOODMAN e SMOLIK, 2000; ROELFSEMA e PETERS, 2007).

Estruturalmente, a proteina € composta por multiplos dominios, sendo trés
ricos em cistina-histidina (CH1, CH2, CH3) dos quais a regido C-terminal é a que
mais interage especificamente com E1A; um bromodominio, um dedo de zinco do
tipo PHD, um dominio KIX que age como sitio de ligacao para o fator de transcricao
CREB, um dominio rico em glutamina no C-terminal e um dominio de histona
acetiltransferase (HAT) (THAKUR, YADAV e YADAV, 2013; YANG, 2004;
MUJTABA, 2004; BLOBEL, 2002; GOODMAN e SMOLIK, 2000).

Dentre as HATs, a familia de enzimas CBP/p300 mostra ser a mais
eficiente por ter menor especificidade de substrato, podendo acetilar todas as quatro
histonas. Por sua vez, a N-acetiltransferase relacionada com a GCN5 (GNAT) pode
interagir com CBP/p300, estando relacionada com regulagdo transcricional e
controle do ciclo celular (KHAN e KHAN, 2010).

GCN5 é uma histona acetiltransferase A, identificada originalmente como
sendo um coativador global. GCN5 desempenha atividade HAT acetilando
principalmente histonas, mas, também, possui capacidade de acetilar alguns fatores
de transcricdo como a p53, BRCA1, Myc e membros da familia E2F (JIANG et al.,
2012; KIKUCHI et al., 2011; NAGY e TORA, 2007; LIU et al., 2008; GAMPER e
ROEDER, 2008; OISHI et al., 2006; LANG e HEARING, 2003).

A p53 é uma proteina que tem como principal fungao controlar pontos de
checagem do ciclo celular, promover reparos no DNA e estimular a apoptose.
Durante a fase G1 da divisao celular, a p53 verifica se ha mutacdes na sequéncia do
cédigo genético devido a algum erro de replicacao. Na ocorréncia de algum erro, a
p53 impede que ocorra a mitose e se complete a divisdo celular de uma célula
mutante. Esse impedimento pode ser pela correcdo da mutacdo envolvendo
proteinas de reparo do DNA, ou por meio de apoptose (JURACH, 2003; CARMO,
2010).

As vias NF-kB e p53 sdo ativadas em resposta ao estresse celular, com
manutencao de equilibrio por meio de antagonismo mutuo. Enquanto a ativagédo da
via NF-kB leva a transcricao de fatores pré-inflamatérios, a ativacdo da p53 promove
a regulagéo do ciclo celular, reparos ao DNA e parece estar envolvida no controle da
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expressao de certos fatores pré-inflamatérios, por meio da diminuicdo da atividade
de NF-kB. Como a GCN5 é capaz de acetilar a p53, alteragdes em sua funcao
podem ser responsaveis pelo desequilibrio na atividade de NF-kB, tendo como
consequéncia o aumento na ativacdo da via NF-kB e, consequentemente, aumento
na transcricdo dos fatores pro-inflamatérios (PAL et al., 2014; JIANG et al., 2012;
GUDKOV, GUROVA e KOMAROVA, 2011). O complexo STAGA (SPT3-TAFII31-
GCN5-L acetylase) — complexo multiproteico com a subunidade catalitica
acetiltransferase GCN5L — estd especificamente envolvido na ativacdo génica
dependente de p53 (JIANG et al., 2012; GAMPER e ROEDER, 2008).

A inibicao de GCN5 é capaz de modular diretamente a via NF-kB
dependente de sinalizacao, reduzindo as respostas inflamatérias. Adicionalmente, a
inibicdo da acetilacdo de p65 suprime as ativacdes induzida e constitutiva do NF-kB,
levando a reducado da expressao de genes dependentes de NF-kB (DANCY e COLE,
2015; KIM et al., 2013).

A transdugdo de sinais mediada pelo Fator Nuclear kappa B (NF-kB)
desempenha importante papel na inflamacao. Ao se deslocar para o nucleo, o NF-kB
interage com o sitio de reconhecimento kB de genes-alvo, requerendo co-fatores,
como as HATSs, para a ativagdo da transcricdo génica. Isso induz a acetilagdo dos
residuos de lisina presente nas histonas 4 (H4), promovendo a abertura da
cromatina e permitindo a transcricdo de genes proé-inflamatérios. A expressao
exarcebada de p300 parece estar ligada a inducdo da atividade de NF-kB, e, do
contrario, sua regulacdo negativa esta ligada a supressao de NF-kB. Dessa forma,
manter o equilibrio da atividade de HATs por meio de inibidores revela uma
alternativa promissora para o tratamento dos processos inflamatérios (ADCOCK et
al., 2007; BARNES, ADCOCK e ITO, 2005; DEKKER e HAISMA, 2009; GHIZZONI
et al., 2010; CLARKE et al, 2008).

Estudos sobre o perfil de atividade de produtos naturais frente a HATs
identificaram propriedades inibitérias destes compostos. O primeiro inibidor natural
de acetiltransferase foi o acido anacardico (1) (Tabela 1), extraido, principalmente,
do liquido da casca da castanha de caju, e também encontrado na manga ou nos
geraniuns. Outros compostos naturais isolados e.g. curcumina (2), garcinol (3),
isogarcinol (4), quercetina (5) (Tabela 1), apresentam atividade inibitoria frente a
p300. Na busca de ligantes seletivos para estas acetiltransferases foram
identificados compostos sintéticos que apresentam atividade inibitoria frente a HATs
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(Figura 8) (DANCY e COLE, 2015; DEKKER e HAISMA, 2009). Nesses estudos,
arcaboucos moleculares contendo grupos salicilico, catecolico e cinamico foram
associados ao perfil HAT-inibitério.

Mais recentemente, compostos desta classe apresentaram propriedades
anti-inflamatérias, sugerindo que essas atividades possam estar diretamente
relacionadas. Entretanto, deve-se destacar que a inibicdo de histonas
acetiltransferases pode influenciar outros alvos, cujas possiveis consegliéncias
devem ser amplamente estudadas (DANCY e COLE, 2015; DEKKER e HAISMA,
2009; GHIZZONI et al. 2011; COSTI et al., 2007; TSAPROUNI, et al., 2011).

Por fim, o desenvolvimento de inibidores HAT seletivos a regulacéo
negativa de NF-kB constitui um desafio na busca de novas entidades quimicas para
o tratamento de doencas de base inflamatéria, como a UC, bem como o
estabelecimento de parametros associados a modulacao de suas atividades.



Tabela 1 — Compostos naturais com atividade inibitéria de p300.
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2.6 TRATAMENTO

O tratamento para pacientes com UC é essencialmente o mesmo para
todas as idades. O que diferencia é a ocorréncia ou nao de comorbidades ou outras
patologias associadas. O tratamento cirargico tem como objetivo a remocao
completa do intestino grosso, em face a recidivas associadas a remoc¢ao incompleta
e possibilidade de cancer (PAIM et al., 2009).

O objetivo do tratamento farmacolégico na UC é a rapida remissao e
controle do processo inflamatério de modo a reduzir suas consequéncias,
complicacdes e desconforto para o paciente. Atualmente, o acido 5-aminosalicilico
(5-ASA, 18) e seus derivados sao utilizados como tratamento base e primeira
escolha, enquato glicocorticdides e imunomoduladores visam intensificar o
tratamento (MEIER e STURM, 2011; KORNBLUTH e SACHAR, 2010; SANTOS,
2011; WGO, 2009; LONGO et al., 2012).

Nos quadros mais graves podem ser usados anticorpos monoclonais anti
TNF-a (infliximab), inibidores de calcineurina (ciclosporina A, tacrolimus), analogos
de purina (azatioprina, 6-mercaptopurina) ou até mesmo cirurgia, visando reduzir o
risco da evolugédo para cancer colorretal (MEIER e STURM, 2011; KORNBLUTH e
SACHAR, 2010; SANTOS, 2011; NUNES, 2009; LONGO et al., 2012; WGO, 2009).
A definicao de quadro grave é baseada na freqiiéncia de mais de 6 evacuacdes com
sangramento por dia, acompanhado de outros sinais clinicos (febre, taquicardia,
anemia) (MEIER e STURM, 2011).

O uso de antimicrobianos (metronidazol, ciprofloxacino) é recomendado
quando houver infecgdes associadas ou como prevencdo de acordo com O risco
beneficio (SANTOS, 2011; MEIER e STURM, 2011; LONGO et al.,, 2012).
Entretanto, a prescricdo de AINEs é contra-indicada, pois estdo relacionados a
exacerbacgado da doenca (SCARPIGNATO e HUNT, 2010; LEVENSTEIN et al., 2000;
BJARNASON e MACPHERSON, 1994; BJORKMAN, 1996; HAWKINS e HANKS,
2000). Como terapias complementares, encontram-se as vitamina B12, D,
polivitaminico e reposicao de ferro em caso de anemia (WGO, 2009).

Ha mais de 50 anos, os derivados aminossalicilicos (Figura 9) estdo em
uso clinico para o tratamento e manutencao da remissdo em pacientes com UC leve
a moderada (CAMPIERE et al., 1981; SVARTZ, M., 1948). Os estudos originais com
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sulfasalazina (19) (SASP, salicilazosulfapiridina) (SVARTZ, M., 1948; SVARTZ, N.,
1948), permitiram identificar o acido 5-aminosalicilico [5-ASA, mesalazina, 18] como
fracdo ativa da SASP, dando inicio ao desenvolvimento clinico de modernas

formulagdes orais e retais contendo 5-ASA (18).
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Figura 9 — Derivados aminossalicilicos.
Fonte: Adaptado de FREIRE et al., 2006.



46

Farmacologicamente, 5-ASA (18) atua na sinalizacdo da cascata do TNF-
a (HORVATH et al., 2008), sobre os fatores TGF-B (KOELINK et al., 2010) e NF-kB (
YAN e POLK, 1999b). Outros trabalhos evidenciaram que 18 suprimiu a proliferacao
de células cancerosas do coélon humano por meio da inibicdo da expressao de
metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2, MMP-9), via NF-kB (KIM et al.,, 2009).
Adicionalmente, 5-ASA também atua como agonista PPARYy, reforcando sua
atividade anti-inflamatéria e antineoplésica (LYAKHOVICH et al., 2011). O PPARy
parece mediar a acao terapéutica do 5-ASA (18) por meio da diminuicdo da
localizagao nuclear do NF-kB (LONGO et al., 2012).

A busca por novas moléculas Uteis no tratamento da UC tem recebido
atencao da Quimica Medicinal, onde estratégias de modificacao estrutural do acido
5-ASA (18) (KIM et al.,, 2012; DHANESHWAR et al., 2009; HASSAN, G. S,
SOLIMAN, 2010) bem como hibridizagdo molecular com antibacterianos Gram-
negativos tém sido exploradas; e ja forneceram alguns protétipos mais eficientes
(mais seletivos e menos toéxicos) que os farmacos comerciais (KIM et al., 2012;
PIRAT et al., 2012).

Neste sentido, Kim e colaboradores (2012), observaram que a
administracao retal de 5-CSPA (5-clorosaliciloilfenetilamida, 23) — que apresentou
atividade inibitéria frente a NF-kB com ICsq de 15 uM — melhorou a colite ulcerativa
induzida por &cido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS). O estudo avaliou 12
derivados amidicos do &cido 5-clorosalicilico, com destaque para 5-CSPA (23)
(Figura 10), que apresenta substituinte aralquilamida com duas unidades metilénicas
a partir do acido 5-clorosalicilico.
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Figura 10 — Composto 5-CSPA (23), inibidor de NF-kB.
Fonte: Adaptado de KIM et al. 2012.
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2.7 LIQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU (LCC)

O LCC - produzido no mesocarpo esponjoso da casca da castanha de
caju (Anacardium occidentale) — é um 6leo acre e viscoso que compreende 25% do
peso do fruto in natura, sendo uma das mais ricas fontes de lipideos fendlicos nao-
isoprendides. Estes derivados encontram-se na forma de misturas de acidos
anacardicos (24), cardandis (25), carddis (26) e 2-metilcardois (27) (Figura 11).
Dependendo do método de obtencdo do LCC este pode ser ainda considerado
natural (abaixo de 150°C) ou técnico (200-230 °C) em processo de beneficiamento
da castanha de caju. No LCC natural a mistura de 4&cidos anacardicos
compreendendo cerca de 70% dos lipideos fendlicos; enquanto no LCC técnico ha
65% de cardanol proveniente da descaboxilacio no acidos anacardicos
(MAZZETTO e LOMONACO, 2009).

OH (0] OH OH OH
OH
Ci5Hz1:n CisH31n HO CisH31n HO CisH31n
Acidos Anacardicos (24) Cardanéis (25) Cardois (26) 2-metilcardois (27)
n=0
n=1 L
n=2 _ _
n=3 P— — -

Figura 11 — Lipideos fendlicos nao isoprendides constituintes do LCC
Fonte: Adaptado de MAZZETO e LOMONACO, 2009.

Os lipideos fenodlicos do LCC apresentam versatilidade transformacdes
quimicas, devido a natureza dualistica (carater aromatico e aciclico), aliado a
existéncia de grupos funcionais polares no anel aromatico e multiplas insaturacoes
na cadeia alifatica em C-8’, C-11’ e C-14 (PARAMASHIVAPPA et al., 2001; NUNES,
2014).
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Estes derivados fendlicos do LCC e sintéticos apresentam diferentes perfis
de atividades biolégicas (STASIUK e KOZUBEK, 2010) i.e. antibacteriana (GREEN
et al., 2008; GREEN et al.,, 2007), antioxidante (TREVISAN et al., 2006) e
farmacolégicas e.g. inibidores enzimaticos (STASIUK, BARTOSIEWICZ e
KOZUBEK, 2008; PARAMASHIVAPPA et al, 2002), antiproliferativos
(PARAMASHIVAPPA et al, 2003; CHANDREGOWDA, KUSH e REDDY, 2009).
Sung e colaboradores (2008) demonstraram que o acido anacardico saturado (1)
inibiu a ativagdo do NFkB induzido e constitutivo bem como da proteina kinase IkBa
(SUNG et al., 2008). Por sua vez, Ghizzoni e colaboradores (2010) observaram a
inibicdo da histona acetiltransferase PCAF, por um derivado do acido anacardico
(GHIZZONI et al., 2010).

De maneira geral, produtos naturais e seus derivados apresentam perfil de
atividade em diferentes alvos, podendo ser classificados como ligantes multialvo.
Este perfil cunhou o paradigma do planejamento de uma Unica entidade quimica
capaz de atuar, de forma sinérgica, em mudltiplos alvos envolvidos em doencas
multifatoriais. No &mbito da Quimica Medicinal esta estratégia foi denominada de
ligantes multialvo-dirigidos (LMAD) e tem sido explorada para o tratamento de
doencas neurodegenerativas, negligenciadas e cancer (LEON, GARCIA e MARCO-
CONTELLES, 2013; BOLOGNESI et al., 2009; KOEBERLE e WERZ, 2014).

Neste sentido, o planejamento de novas moléculas multialvo planejadas a
partir do acido anacardico foi estabelecido em linha de pesquisa do LADETER,
explorando o perfil anti-inflamatério deste derivado pela modulacdo de diferentes
alvos terapéuticos (SUNG et al., 2008; GHIZZONI et al., 2010).

No ambito de uma linha de pesquisa que visa o emprego dos lipideos
fendlicos nao-isoprendides do cajueiro (Anacardium occidentale) como matéria-
prima e considerando a versatilidade da utilizacdo do cardanol (RAO e
PALANISAMY, 2011; TYMAN e IDDENTEN, 2005; MORAIS et al., 1990), do &cido
anacardico (SUNG et al., 2008; GHIZZONI et al., 2010) e considerando a acao
inibitéria de NF-kB do 5-ASA (18) (KIM et al.,, 2012) e inibitéria de HAT de
benzamidas derivadas do &acido anacardico (CHANDREGOWDA, KUSH e REDDY,
2009), o presente trabalho objetivou a utilizagdo do acido isoanacardico, obtido a
partir do cardanol, na obtencdo racional de novos agentes anti-inflamatorios,

candidatos ao tratamento da colite ulcerativa.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo objetivou a obtencgao racional de novos derivados do acido
isoanacardico e a avaliagcao in vitro frente a histona acetiltransferases p300 e GCN5,
no ambito de uma linha de pesquisa que visa o desenvolvimento de agentes anti-
inflamatérios planejados a partir do LCC, candidatos ao tratamento da colite
ulcerativa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese e caracterizacdo de intermediarios e produtos finais derivados do

acido isoanacardico.

e Avaliagdo do perfil inibitério dos derivados-alvo frente a enzimas p300 e
GCN5L2.

e Estabelecimento de relacéo estrutura-atividade dos compostos ativos.
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Planejamento
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4 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os compostos-alvo foram planejados a partir da similaridade estrutural
entre o 5-CSPA (23) — inibidor NF-xB — e o acido anacardico (1) — inibidor NF-xB,
p300 e GCN5 — de forma a gerar novos padroes moleculares com arcabouco
estrutural do acido isoanacardico (28) (Figura 12).
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Avish B 2liv

> |

Yool A= 1hw CELLOW = 1L O CLLCO
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Figura 12: Planejamento Estrutural

Para a primeira série, o planejamento de orto-regioanalogo do &cido
anacérdico (1) e seus derivados visa observar a influéncia do grupo carboxilico —
em posi¢cdo mais acessivel — no perfil de atividade frente as enzimas p300 e GCN5.
Esta série esta relacionada a substituicdes em W, fornecendo os grupos hidroxila,
metoxila e acetoxila e compreende a obtencédo de derivados acidos carboxilicos e
metil ésteres do acido isoanacardico.

A segunda série compreende a obtencdo de aril e aralquilamidas
secundarias com variagao entre o numero de carbonos metileno (n = 0-3) entre os
grupos carbamoila e fenila. Para a terceira série foram planejados analogos ésteres
— biosésteros das amidas secundarias — visando compreender a relevancia do grupo

NH como doador de ligagdo de hidrogénio. Variacbes na hidroxila fendlica
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planejadas para a primeira série serdo empregadas nas demais séries visando
avaliar a contribuicdo desta subunidade na modulacao do perfil desejado.

A variacao no numero de grupos metilénicos (n = 0-3), entre 0s grupos
carbonila e fenila dos derivados arila e aralquila, para as séries das amidas e
ésteres, visa avaliar a participacéo de interacdes hidrofébicas, aromaticas ou cation-
pi no perfil de atividade destes compostos.

5 PLANEJAMENTO SINTETICO

A rota sintética planejada foi baseada em metodologias sintéticas
classicas, sob condicdes experimentais variaveis (a temperatura ambiente, sob
refluxo e radiacao micro-ondas), desenvolvidas no Laboratério de Desenvolvimento
de Estratégias Terapéuticas (LADETER) e adequacdes da literatura.

A primeira série de compostos foi planejada a partir da obtencédo do &acido
isoanacardico (LDT380, 28), a partir da formilacdo do cardanol saturado (29)
utilizando a metodologia de Hofslokken e Skattebol (1989), seguido de oxidagdo com
clorito/DMSO descrto por Santos e Magalhdes (1999). Para obtencado dos derivados
acetoxi, hidroxi e metoxiacidos bem como seus correspondentes metil ésteres a
partir do derivado acido LDT380 foram prevista reacdes de acetilacdo em forno
micro-ondas convencional ou a temperatura ambiente alquilacdo, alquilacdo em
condicoes de refluxo e esterificacdo de Fischer. A obtencdo do acetilacdo foi
planejada pela metodologia em forno de micro-ondas convencional. (Esquema 1).

As séries das amidas e ésteres foram baseadas no trabalho desenvolvido
por Chandregowda, Kush e Reddy (2009), em que o acido LDT407 seria
transformado em seu cloreto de acido, e este submetido a condensacdo com
aminas, alcoois e fenol. Para a série dos derivados 2-hidroxiamidico e 2-
hidroxiésteres foi planejada a reacdo de O-desmetilacdo com solucédo de BBrs/DCM
1 M. Por fim, a acetilacao foi planejada pela reacao dos hidréxiderivados com cloreto

de acetila. O planejamento sintético esta descrito no Esquema 1.
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a. MgBr;,, p-HCHO, TEA, refluxo, 24 h; b. NaCIO,, NaH,PO,4, DMSO, AcOEt, ou DCM, t.a. 16 h; ¢. CH3l, K,CO3, acetona, refluxo, 20 h;
d. MeOH, H,SOy, refluxo, 16 h; e. Ac;0O, HzPO4, Micro-ondas 270 W, 5 x 2'; f. 1.SOCI,/DMF, hexano. 2. amina, alcool ou fenol, TEA, DCM;
9.BBrz/DCM 1M; h. AcCl, TEA, DCM.

Esquema 1: Planejamento sintético para os derivados-alvo
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Parte Experimental
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 GENERALIDADES, MATERIAIS E METODOS

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

Os reagentes e solventes quimicos utilizados neste trabalho foram
adquiridos das industrias Sigma-Aldrich® (EUA) e Tedia® (EUA). Trietilamina (TEA),
diclorometano (DCM), tetrahidrofurano (THF) e acetonitrila foram previamente secos
com hidreto de célcio e destilados antes do uso. Piridina foi tratada com KOH e
destilada antes do uso.

As reacdes foram realizadas sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente ou em aquecimento. Para as reagdes realizadas sob radiacdo micro-ondas
foi utilizado micro-ondas doméstico Brastemp®, modelo BMK38ABHNA JetDeFrost
com capacidade de 38 L e poténcia de 900 W sem agitacdo magnética.

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

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

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H -
300 MHz ou 500 MHz) e carbono-13 (RMN *C - 75 MHz ou 125 MHz) foram obtidos
em aparelho Brucker Avance DRX300 e DRX500 do Centro Nordestino de Aplicacao
da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do
Ceard (UFC). As amostras foram solubilizadas em CDCI; ou Piridina deuterada

utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os valores de
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deslocamento quimico (d) sao referidos em parte por milhdo (ppm) em relagcdo ao
TMS e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos sinais foram
obtidas por integracéo eletrénica e suas multiplicidades descritas como: simpleto (s);
sinal largo (sl); dupleto (d); duplo dupleto (dd); tripleto (t); quarteto (q); quinteto (qi) e
multipleto (m).

Os espectros na regiao do infravermelho (IV) foram realizados na Central
Analitica da Universidade Catélica de Brasilia e foram obtidos por espectrofotometro
Perkin Elmer Spectrum BX, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr) ou na
forma de filme liquido em placa de cloreto de sédio (NaCl). Os valores para as
absorcoes (vmax) sdo referidos em numeros de ondas, utilizando como unidade o

centimetro reciproco (cm™).
Analises dos espectros de RMN
Para facilitar a analise dos espectros, as estruturas gerais foram

padronizadas como mostradas na Figura 13 abaixo.

W = H, CH,, COCH,
Y = H, OH, OCH;

COOH W = H, CH3, COCH;
COOCH, n=0,1,23
COY/(CHy),Ar
Y =0, NH
2 4 6 g 10 12 14
Ri 7NN NN TN
1 3 5 7 9 11 13' 15"

Figura 13. Numeragéo e legendas empregadas no assinalamento de sinais nos espectros de RMN
'He RMN "°C.
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6.2 METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZAGCAO DOS COMPOSTOS

Obtencao do Derivado 2-Hidroxi-4-pentadecilbenzaldeido (LDT77, 30)

OH OH o)

MgBr,, p-HCHO,TEA H
>
THF, Refluxo, 24 h
H31Cys H31C1s
LDT10 (29) LDT77 (30)

Em um baldo de 500 mL foram adicionados 5,00 g de LDT10 (29)
(cardanol saturado) (16,419 mmol), TEA (32,839 mmol), MgBr. (32,839 mmol) e p-
formaldeido (49,258 mmol) em THF (180,0 mL). A mistura foi submetida a refluxo,
em atmosfera de nitrogénio, durante 24 horas. Em seguida, o solvente foi removido
a pressao reduzida e a mistura obtida extraida com éter etilico (3 x 50,0 mL) e
lavada com solucées de HCI 10% (30,0 mL), saturada de NaCl (30,0 mL) e seca em
sulfato de sédio anidro. Apés remocao do solvente a pressao reduzida, o residuo foi
purificado por cromatografia em coluna contendo gel de silica, eluida com mistura de
diclorometano:hexano (1:5), fornecendo o derivado LDT77 (30).

2-Hidréxi-4-pentadecilbenzaldeido (LDT77, 30)

OH O Sélido branco cristalino
Rendimento (90%)
Rs: 0,73 (HeXsge,:DCMsq9,)
Ponto de fuséo: 48,0-50,0 °C
Formula molecular: CaoHz605

Peso molecular: 332,52 g/mol

IV (KBF) Vinax om 'z 2918 (VascHz); 2850 (Vschz); 1671 (Ve—o); 1629, 1570, 1472 (vec);
1390 (vcha); 1193, 1227 (Vasc-0)-

RMN "H (300 MHz, CDCls): 5 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,26-1,30 (m, 24H, 3-14);
1,60-1,65 (m, 2H, 2'); 2,62 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1°); 6,81 (s, 1H, 3); 6,83 (dd, J = 8,5 Hz,
J=1,4Hz, 1H, 5); 7,44 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 6); 9,83 (s, 1H, CHO); 11,05 (s, 1H, OH).
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RMN '3C (75 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14°); 29,4-29,9 (CH,, 3-12));
30,9 (CHy, 2'); 32,1 (CH,, 13’); 36,6 (CH», 1°); 117,3 (CH, 3); 119,1 (C, 1); 120,7 (CH,
5); 133,8 (CH, 6); 154,0 (C, 4); 162,0 (C, 2); 195,9 (CHO).

Sintese do Derivado 2-Metoxi-4-Pentadecilbenzaldeido (LDT220, 31)

OH o) \0 o)

H CHl, K,CO4 H
»
Acetona, Refluxo, 20 h
H31C15 I-|31C15
LDT77 (30) LDT220 (31)

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 3,00 g de LDT77 (30) (9,022
mmol), K2CO3 (18,044 mmol) e acetona (50,0 mL). A mistura foi submetida a refluxo,
com resfriamento do condensador por meio de banho termostaticos a - 8°C, e apds
10 minutos foram adicionados 2,25 mL de CHgsl (36,088 mmol), permanecendo o
refluxo por 20 horas. O solvente foi removido a pressao reduzida e a mistura obtida
extraida com diclorometano (2 x 40,0 mL) e lavada com solucdes de HCI 10% (25,0
mL), solucéo saturada de NaCl % (25,0 mL) e seca em sulfato de s6dio anidro. Apés
remocao do solvente a pressao reduzida, o residuo foi purificado por cromatografia
em coluna contendo gel de silica, eluida com mistura de diclorometano:hexano (2:5),
fornecendo o derivado LDT220 (31).

2-Metoxi-4-pentadecilbenzaldeido (LDT220, 31)

Solido branco cristalino
Rendimento (80%)

R 0,55 (HeXxsge,:DCMsq9,)
Ponto de fusédo: 39,0-41,0 °C

Férmula molecular: Cs3H3505

Peso molecular: 346,55 g/mol

IV (KBF) Vimax om : 2923 (Vascz): 2851 (Vschz); 1675 (Veo); 1605, 1477 (voc); 1267,
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RMN "H (300 MHz, CDCls): 5 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,26-1,31 (m, 24H, 3-14);
1,61-1,66 (M, 2H, 2°); 2,64 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1°); 3,92 (s, 3H, OCHa); 6,78 (s, 1H, 3);
6,85 (d, J =7,9 Hz, 1H, 5); 7,74 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 6); 10,40 (s, 1H, CHO).

RMN '3C (75 MHz, CDCly): 8 14,3 (CHa, 15'); 22,9 (CHs, 14°): 29,5-29.9 (CHy, 3-12));
1):123.1 (CH, 5): 128,8 (CH, 6): 152,6 (C, 4): 162,1 (C, 2); 189,6 (CHO).

Obtencao dos Acidos 2-Hidréxi-4-pentadecilbenzéico (LDT380, 28) e 2-Metoxi-
4-pentadecilbenzéico (LDT407, 32)

H  Nacio, NaH,PO,.H,0, DMSO OH
H,0, AcOEt ou DCM, t.a, 16 h
H31Cy5 H31Cq5
W =H, CH;

Em um baldo de 50 mL foram individualmente adicionados os aldeidos
LDT77 (30) ou LDT220 (31) (1,000 mmol), diclorometano (10,0 mL) e DMSO (10,0
mL). O sistema reacional foi resfriado em banho de gelo/agua e a solucao resultante
foram adicionadas solugcbdes de clorito de sddio 1 M (5,0 mL) e, cuidadosamente,
solucao de monofosfato de sédio 1 M (5,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacao,
a temperatura ambiente, durante 16 horas. Em seguida, a mistura foi extraida com
acetato de etila (20,0 mL — LDT380, 28) ou diclorometano (20,0 mL — LDT407, 32),
lavada com solucdes de HCI 10% (10,0 mL), saturada de NaCl % (10,0 mL) e seca
em sulfato de sodio anidro. Apds remocéao do solvente a pressao reduzida, o residuo
foi purificado por recristalizacdo em diclorometano:hexano (1:5) (LDT380, 28) ou por
cromatografia em coluna (LDT407, 32) contendo gel de silica, eluida com mistura de

diclorometano:hexano (3:5).
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Acido 2-Hidréxi-4-pentadecilbenzdico (LDT380, 28)

OH O Solido branco cristalino
Rendimento (89%)
Rs: 0,67 (HeXsoe,:AcOEtsq9,)
Ponto de fusédo: 91,9-93,9°C

Férmula molecular: CssH3505

Peso molecular: 348,27 g/mol

IV (KBF) Vinax om™': 2919 (Vascrz); 2850 (Vscrz); 1654 (vooo); 1499, 1458 (veoc); 1256,
1221 (VasC.o).

RMN 'H (300 MHz, Piridina): § 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15'); 1,24-1,37 (m, 24H, 3'-
14°); 1,63-1,67 (m, 2H, 2); 2,63 (t, J =7,6 Hz, 2H, 1'); 6,89 (dd, J=7,3 Hz, J=1,4
Hz, 1H, 5); 7,13 (s, 1H, 3); 8,25 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 6); 11,04 (sl, 1H, OH).

RMN '8C (75 MHz, Piridina): & 14,8 (CHs, 15); 23,4 (CH,, 14’); 30,0-30,5 (CH,, 3™
12’); 31,7 (CHp, 2'); 32,6 (CHa, 13); 36,8 (CH,, 1’); 113,2 (C, 1); 117,8 (CH, 3); 120,2
(CH, 5); 131,6 (CH, 6); 151,9 (C, 4); 163,5 (C, 2); 174,9 (COOH).

Acido 2-Metéxi-4-pentadecilbenzéico (LDT407, 32)

Salido branco cristalino
Rendimento (92%)

Rt 0,51 (HeX1ge,:DCMgos,)
Ponto de fusao: 72,8-74,8°C
Formula molecular: CasHsg03

Peso molecular: 362,55 g/mol

IV (KBI) Vinax em & 2917 (Vaschz); 2850 (Vschz); 1718 (veoo); 1611, 1466 (ve_c); 1420
(VCHQ); 1252, 1175 (VasC-O); 1033 (VsC-O)-

RMN 'H (500 MHz, CDCls): § 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15); 1,26-1,32 (m, 24H, 3-14’);
1,62-1,63 (M, 2H, 2°); 2,66 (1, J = 7,7 Hz, 2H, 1°); 4,07 (s, 3H, OCHj); 6,85 (s, 1H, 3);
6,95 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 5); 8,07 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 6).
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RMN 'C (125 MHz, CDCls): § 14,3 (CH3, 15'); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3-
12);: 31,2 (CHa, 2); 32,1 (CHa, 13’); 36,5 (CH>, 1°); 56,7 (OCH3); 111,8 (CH, 3); 115,2
(C, 1); 122,6 (CH, 5); 133,9 (CH, 6); 151,7 (C, 4); 158,3 (C, 2); 165,7 (COOH).

Obtencao dos Esteres 2-Hidroxi-4-pentadecilbenzoato de metila (LDT381, 33) e
2-Metoxi-4-pentadecilbenzoato de metila (LDT382, 34)

W. W.

o o o o
/
OH MeOH/H,S0, o
—>
Refluxo, 16h
H31C5 H31C5
W =H, CH,

Em um baldo de 100 mL foram individualmente adicionados os acidos
LDT380 (28) ou LDT407 (32) (3,000 mmol) e metanol (30 mL). O sistema reacional
foi resfriado em banho de gelo/agua e a solucédo resultante foi cuidadosamente
adicionado H>SO,4 (1,0 mL). A mistura foi submetida a refluxo por 16 horas. Em
seguida, o solvente foi removido a pressao reduzida e a mistura obtida extraida com
diclorometano (25,0 mL), lavada com agua destilada (10,0 mL), solu¢do saturada de
NaCl (10,0 mL) e seca em sulfato de sédio anidro. Apés remogéao do solvente a
pressao reduzida, o residuo foi purificado por cromatografia em coluna contendo gel
de silica, eluida com mistura de diclorometano:hexano (2:5), fornecendo o derivado
LDT381 (33) ou LDT382 (34).

2-Hidréxi-4-pentadecilbenzoato de metila (LDT381, 33)
OH O Sélido branco
Rendimento (95%)
Ri: 0,57 (HeXsgpe,:DCMsgs,)
Ponto de fusao: 40,6-42,6°C

Férmula molecular: Cy3H3s04

Peso molecular: 362,55 g/mol

IV (KBF) Vimax om™ 'z 2917 (Vascz); 2849 (Vscrz); 1686 (Vooo); 1566, 1501, 1472 (Voo);
1444 (verp); 1260, 1204, 1155 (Vasc.o)-
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RMN H (500 MHz, CDCls): 5 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15"); 1,27-1,31 (m, 24H, 3-14);
1,60-1,62 (m, 2H, 2'); 2,59 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1°); 3,94 (s, 3H, COOCHs); 6,71 (d, J =
7,2 Hz, 1H, 5); 6,81 (s, 1H, 8); 7,73 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 6); 10,72 (s, 1H, OH).

RMN '3C (125 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3’-
12); 30,9 (CHy, 2)); 32,2 (CH, 13); 36,4 (CH,, 1’); 52,3 (COOCH3); 110,2 (C, 1);
117,2 (CH, 3); 120,0 (CH, 5); 130,0 (CH, 6); 152,2 (C, 4); 161,8 (C, 2); 170,8
(COOCHs3).

2-Metoxi-4-pentadecilbenzoato de metila (LDT382, 34)

Solido branco

Rendimento (92%)

Rr: 0,55 (HeXsos:DCMsge,)
Ponto de fusdo: 31,5-33,5 °C

Férmula molecular: CosH0O5

Peso molecular: 376,57 g/mol

IV (KBF) Vinax om™ 'z 2918 (Vascrz); 2848 (Vscrz); 1702 (Vooo); 1610, 1466, 1439 (voo);
1175, 1138 (vasc.0); 1097, 1030 (Vsc-o).

RMN 'H (300 MHz, CDCls): § 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,27-1,30 (m, 24H, 3"-14);
1,60-1,64 (M, 2H, 2'); 2,62 (1, J = 7,7 Hz, 2H, 1°); 3,87 (s, 3H, OCHa); 3,90 (s, 3H,
COOCHs:); 6,77-6,80 (m, 2H, 3 e 5); 7,74 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 6).

RMN '3C (75 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14°); 29,5-29,9 (CH,, 3-12));
31,2 (CHa, 2'); 32,1 (CHa,, 13); 36,5 (CHa, 1°); 52,0 (COOCHs3); 56,1 (OCH3); 112,3
(C, 3); 117,4 (CH, 1); 120,4 (CH, 5); 132,0 (CH, 6); 149,8 (C, 4); 159,6 (C, 2); 166,8
(COOCHs3).
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Obtencao dos Acetoxiderivados LDT383 (35) e LDT384 (36)

OH o )J\o o)

o (CH3CO);0/H;PO, o
MW 270 W,5x 2
H3/Cq5 H31Cy5
W = H, CH,

Em um tubo reator aberto foram individualmente adicionados os derivados
LDT380 (28) ou LDT381 (33) (1,000 mmol), 1,0 mL de anidrido acético (10,5
equivalentes) e acido fosférico (3 gotas). A mistura foi submetida a radiagdo micro-
ondas em forno convencional, a poténcia de 270 W, durante 10 minutos (5 x 2°). A
mistura foi extraida com acetato de etila (15,0 mL), lavada com solugdo de
bicarbonato de sédio (10,0 mL), solucao saturada de NaCl (10,0 mL), e seca em
sulfato de s6dio anidro. Apds remocao do solvente a pressao reduzida, o residuo
obtido foi purificado por recristalizacao em diclorometano:hexano (1:2), fornecendo o
derivado LDT383 (35) ou LDT384 (36).

Acido 2-acetéxi-4-pentadecilbenzéico (LDT383, 35)
0 Solido branco
)ko o Rendimento (80%)
Rs: 0,62 (Hexsge,:ACOEtsq9,)
Ponto de fusdo: 103,4-105,4°C
Férmula molecular: Cz4H304

Peso molecular: 390,56 g/mol

IV (KBF) Vmax om ™ 2916 (Vaschz); 2849 (Vschz); 1763 (Vo-o); 1685 (ve-o); 1448 (vcc);
1202, 1163 (Vasc-0); 1084 (vsc-0)-

RMN 'H (500 MHz, Piridina): § 0,92 (t, J = 7,0 Hz, 3H, 15"); 1,26-1,39 (m, 24H, 3-
14’); 1,60-1,68 (m, 2H, 2'); 2,54 (s, 3H, OCOCHs); 2,67 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1°); 7,27-
7,33 (m, 2H, 3 € 5); 8,40 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 6).



65

RMN '®C (125 MHz, Piridina): § 15,1 (CHs, 15°); 22,2 (OCOCHs); 23,7 (CHo, 14);
30,3-30,8 (CHap, 3-12); 31,9 (CH,, 2'); 32,9 (CHa, 13); 36,5 (CHa, 1°); 123,7 (C, 1);
1249 (CH, 3); 127,2 (CH, 5); 133,4 (CH, 6); 150,7 (C, 4); 152,6 (C, 2); 168,4
(OCOCHj3); 171,1 (COOH).

2-Acetoxi-4-pentadecilbenzoato de metila (LDT384, 36)
9 Sélido branco
)ko o Rendimento (88%)
Ry: 0,67 (Hexgoo,:ACOEt5q9,)
Ponto de fusdo: 53,3-55,3 °C
Férmula molecular: CasHgO4
Peso molecular: 404,58 g/mol

A\ (KBI’) Vmax cm-1: 2916 (VasCHZ); 2849 (VsCH2); 1764 (VC=Q); 1721 (VC=0); 1618 (VC=C);
1435 (VCHz); 1206, 1146 (VasC-O)-

RMN "H (500 MHz, CDCl3): § 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15); 1,24-1,39 (m, 24H, 3-14));
1,58-1,69 (m, 2H, 2'); 2,35 (s, 3H, OCOCHs); 2,65 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1°); 3,86 (s, 3H,
COOCHs): 6,92 (s, 1H, 3); 7,12 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 5); 7,94 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 6).

RMN "C (125 MHz, CDCl3): & 14,3 (CHs, 15'); 21,2 (COCHa); 22,9 (CHz, 14); 29 4-
29,9 (CHp, 3-12); 30,9 (CHz, 27); 32,1 (CHp, 13); 35,9 (CHe, 1); 52,2 (COOCH);
120,4 (C, 1); 123,8 (CH, 3); 126,3 (CH, 5); 131,9 (CH, 6); 150,4 (C, 4); 151,0 (C, 2);
165,1 (COCHg); 170,0 (COOCHY).

Obtencao dos Derivados 2-Metéxiamidas e 2-Metdxiésteres

1) SOCI,/DMF, Hexano
OH  Refluxo, 2h = Yy
2) Amina ou fenol, TEA -
DCM, Refluxo, 1 h
H31C1s H31C45

LDT407 (32) n=0-3

Y = NH (LDT652, LDT654, LDT656, LDT658)
Y = O (LDT668)
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Em um baldo de 25 mL foram adicionados o LDT407 (32) (0,550 mmol),
hexano (10,0 mL), cloreto de tionila (1,5 mL) e 3 gotas de DMF. A mistura foi
submetida a refluxo durante 2 horas. Ap6s esse tempo, o solvente e 0 excesso de
cloreto de tionila foram removidos por destilacdo e o residuo solubilizado em
diclorometano (5,0 mL). A solugéo resultante foi adicionada, gota a gota, sob banho
de gelo/adgua, a solucao contendo a respectiva amina ou fenol (2 equivalentes), TEA
(2 equivalentes) em diclorometano (5,0 mL) e a mistura submetida a refluxo durante
1 hora. Em seguida, a mistura foi extraida com diclorometano (15,0 mL), lavada com
solugbes de bicarbonato de sédio 5% (15,0 mL), HCI 10% (15,0 mL), solucéo
saturada de NaCl (15,0 mL), e seca em sulfato de sédio anidro. Apds remocéo do
solvente a pressao reduzida, o residuo foi purificado por cromatografia em coluna
contendo gel de silica, eluida com mistura de acetato de etila:hexano (1:10).

2-Metoxi-4-pentadecil-N-fenilbenzamida (LDT652, 37)

X Sélido branco a pardo
Rendimento (90%)
Rs: 0,59 (Hexgge,:ACOEtoe,)
Ponto de fusdo: 46,9-48,9 °C
Férmula molecular: CsgHisNO,

Peso molecular: 437,66 g/mol

IV (KBF) Vmax em 'z 3362 (Vin); 2920 (Vaschz); 2850 (Vschz); 1655 (Ve—o); 1560 (V1)
1598, 1541, 1499 (vcc); 1442, 1414 (vche); 1252, 1166 (Vasc-o)-

RMN 'H (500 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15"); 1,25-1,39 (m, 24H, 3-14);
1,60-1,69 (m, 2H, 2'); 2,67 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1°); 4,05 (s, 3H, OCHs); 6,83 (s, 1H, 3);
6,96 (d, J= 7,7 Hz, 1H, 5); 7,12 (t, J= 7,2 Hz, 1H, 47); 7,36 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 3"
5"): 7,69 (d, J = 7,6 Hz, 2H, 2" e 6”); 8,20 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 6); 9,81 (s, 1H,
CONHA).

RMN 'C (125 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3-
12);: 31,3 (CHa, 2); 32,1 (CHa, 13’); 36,4 (CH>, 1°); 56,3 (OCH3); 111,8 (CH, 3); 119,5
(C, 1); 120,6 (CH, 2” e 6'); 122,0 (CH, 5); 124,1 (CH, 4”); 129,1 (CH, 3" ¢ 5”); 132,6
(CH, 6); 138,8 (C, 1”); 149,4 (C, 4); 157,4 (C, 2); 163,5 (CONHAY).
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N-Benzil-2-metdxi-4-pentadecilbenzamida (LDT654, 38)

Solido branco

Rendimento (93%)

Rs: 0,60 (Hexgoe,:AcOEtog9,)
Ponto de fusdo: 50,8-52,8 °C
Foérmula molecular: CsH4sNO»

Peso molecular: 451,68 g/mol

IV (KBI) Vinax om & 3366 (Vn.H); 2924 (VascHz); 2849 (Vschz); 1637 (Veoo); 1610 (VNu);
1570, 1560, 1533, 1498 (vc_c); 1426 (Vohz); 1252 (Vasc-0)-

RMN "H (500 MHz, CDCls): § 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,15-1,34 (m, 24H, 3-14);
1,59-1,68 (sl, 2H, 2'); 2,63 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 1°); 3,91 (s, 3H, OCHs); 4,69 (d, J = 5,0
Hz, 2H, NHCH,Ar); 6,77 (s, 1H, 3); 6,92 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 5); 7,26-7,36 (m, 5H, 27,
3”,4”,5" ¢ 6”); 8,17 (m, 2H, CONHAr € 6).

RMN '3C (125 MHz, CDCl3): § 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3'-
12); 31,3 (CHa, 2'); 32,1 (CHa, 13’); 36,3 (CHy, 1°); 43,8 (NHCH2Ar); 56,0 (OCHs);
111,5 (CH, 3); 119,1 (C, 1); 121,6 (CH, 5); 127,3 (CH, 4”); 127,7 (CH, 2" ¢ 6”); 128,8
(CH, 3” e 5”); 132,6 (CH, 6); 139,2 (C, 1”); 148,9 (C, 4); 157,7 (C, 2); 165,6
(CONHA).

2-Metoxi-4-pentadecil-N-fenetilbenzamida (LDT656, 39)

. Solido branco
Rendimento (91%)
Rs: 0,62 (Hexgoe,:AcOEtog9,)
Ponto de fusdo: 60,3-62,3 °C
Férmula molecular: C31H47NO»

Peso molecular: 465,71 g/mol

v (KBI‘) Vmax cm_1: 3389 (VN-H); 2917 (VasCHQ); 2849 (VsCHg); 1644 (VC=O); 1613 (VN-H);
1578, 1560, 1535, 1492, 1471 (vc=c); 1289, 1256 (Vasc-0)-

RMN 'H (500 MHz, CDCls): § 0,91 (t, J = 6,1 Hz, 3H, 15); 1,27-1,35 (m, 24H, 3"-14");
1,59-1,68 (sl, 2H, 2)); 2,63 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1°); 2,94 (t, J = 6,9 Hz, 2H,
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NHCH.CH.Ar); 3,71-3,82 (m, 5H, OCHs @ NHCH,CH.Ar); 6,73 (s, 1H, 3); 6,90 (d, J =
7,7 Hz, 1H, 5); 7,27-7,29 (m, 3H, 2”, 4" e 6”); 7,34-7,35 (m, 2H, 3" e 5”); 7,90 (s, 1H,
CONHCH,CH,Ar); 8,14 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 6).

RMN '3C (125 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3'-
12)); 31,3 (CH, 2'); 32,1 (CH,, 13); 35,9 (NHCH.CH,Ar); 36,3 (CH,, 1°); 40,9
(NHCH,CH,Ar); 55,7 (OCHs); 111,4 (CH, 3); 119,2 (C, 1); 121,5 (CH, 5); 126,5 (CH,
4”);128,7 (CH, 2” e 6”); 129,1 (CH, 3” e 5”); 132,3 (CH, 6); 139,7 (C, 1”); 148,6 (C,
4); 157,6 (C, 2); 165,5 (CONHCH.CH:Ar).

2-Metoxi-4-pentadecil-N-(3-fenilpropil)benzamida (LDT658, 40)

Sélido branco

Rendimento (89%)

Rs: 0,63 (Hexgge,:ACOEtoe,)
Ponto de fusdo: 56,5-58,5 °C
Férmula molecular: CsHigNO,

Peso molecular: 479,74 g/mol

IV (KBF) Vinax om - 3403 (Vin); 2918 (Vaschz): 2850 (Vecrz); 1643 (Vooo): 1610 (Vi)
1560, 1534, 1496 (veoc); 1292, 1255 (Vasc.o)-

RMN 'H (500 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,4 Hz, 3H, 15'); 1,21-1,39 (m, 24H, 3-14));
1,59-1,68 (sl, 2H, 2); 1,96 (t, J = 7,3 Hz, 2H, NHCH2CH.CH:Ar); 2,64 (t, J = 7,5 Hz,
2H, 1'); 2,73 (t, J = 7,5 Hz, 2H, NHCH.CH,CH:Ar); 3,50 (q, J = 6,3 Hz, 2H,
NHCH2CH>CH.Ar); 3,96 (s, 3H, OCHs); 6,78 (s, 1H, 3); 6,91 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 5);
7,18-7,25 (m, 3H, 2, 4” e 6”); 7,26-7,33 (m, 2H, 3" e 5); 7,89 (sl, 1H,
NHCH2CH,CH.Ar); 8,13 (d, J = 7,9 Hz, 1H, 6).

RMN '3C (125 MHz, CDCls): & 14,2 (CHa, 15'); 22,7 (CH,, 14'); 29,4-29,7 (CH,, 3'-
12’); 31,2 (NHCH»CH-CH.A"); 31,4 (NHCH,CH.CH2Ar); 32,0 (CHa, 2°); 33,4 (CHp,
13'); 36,2 (CHa, 1); 39,2 (NHCH»CH,CH:Ar); 55,9 (OCHs): 111,4 (CH, 3); 119,2 (C,
1); 121,5 (CH, 5); 125,9 (CH, 4”); 128,5 (CH, 6, 2” e 6”); 132,3 (CH, 3" € 5”); 141,7
(C, 17); 148,5 (C, 4); 157,4 (C, 2); 165,4 (CONHCH,CH,CH.AT).
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2-Metoxi- 4-pentadeCIlbenzoato de fenila (LDT668, 41)

Sélido branco

Rendimento (81%)

Ri: 0,58 (Hexase,:DCMys,)
Ponto de fusdo: 47,4-49,4 °C
Férmula molecular: CsgH4oNO5

Peso molecular: 438,64 g/mol

IV (KBr) Vimax cm’ 1. 2918 (VascHz); 2850 (vsche); 1729 (ve-0); 1611, 1459 (vcoc); 1420 (v
cHz); 1242,1203 (Vasc-0)-

RMN 'H (500 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15"); 1,26-1,39 (m, 24H, 3-14);
1,60-1,69 (sl, 2H, 2'); 2,68 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 1°); 3,95 (s, 3H, OCHs); 6,85 (s, 1H, 3);
6,88 (d, J= 7,8 Hz, 1H, 5); 7,20-7,28 (m, 3H, 2”, 4” € 6”); 7,42 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 3" e
5"):7,98 (d, J= 7,8 Hz, 1H, 6).

RMN 'C (125 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3-
12)); 31,3 (CHa, 2); 32,1 (CH,, 13’); 36,6 (CH,, 1°); 56,2 (OCH3); 112,5 (CH, 3);
116,5 (C, 1); 120,6 (CH, 5); 122,1 (CH, 2” e 6”); 125,7 (CH, 4”); 129,5 (CH, 3" e 5");
132,5 (CH, 6); 150,8 (C, 4); 151,3 (C, 1”); 160,4 (C, 2); 164,5 (COOAY).

Obtencao dos 2-Hidroxiderivados LDT644 (42) e LDT660 (43)

110 Q
w BBI‘ /DCM 1M
DCM 0°C,2h
H31Cus H31Cus

W=0, NH

Em um baldo de 25 mL foram individualmente adicionados os derivados
LDT652 (37) ou LDT668 (41) (1,100 mmol) e diclorometano seco (5,0 mL). O baldo
foi fechado com septo, foi passado um fluxo de N> em seu interior e o sistema foi
resfriado em banho de gelo/agua. Em seguida, cuidadosamente foram adicionados
4,4 mL de solucdo de tribrometo de boro 1 M (4,0 equivalentes). A mistura foi

mantida em agitacao por 2 horas, sendo, entdo, vertida em gelo picado, extraida
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com acetato de etila (15,0 mL — LDT644, 42) ou diclorometano (15,0 mL — LDT660,
43), lavada com solucdo saturada de NaCl (10,0 mL) e seca em sulfato de sodio
anidro. Ap6s remocéao do solvente a pressao reduzida, o residuo foi purificado por
recristalizacdo em hexano:diclorometano (1:1) (LDT644, 42) ou por cromatografia
em coluna (LDT660, 43) contendo gel de silica, eluida com mistura de
diclorometano:hexano (1:10).

2-Hidroxi-4-pentadecil-N-fenilbenzamida (LDT644, 42)

. Sélido branco
Rendimento (80%)
Ry: 0,48 (Hex7qe,:ACOEt300,)
Ponto de fusdo: 115,6-117,6 °C
Férmula molecular: CsgHs1NO»

Peso molecular: 423,63 g/mol

IV (KBF) Vmax om: 3327 (Vir); 2916 (Vascrz); 2851 (Vscrz); 1618 (veoo); 1594, 1550,
1473 (vooc); 1370 (Voms); 1254, 1229, 1204 (Vasc.o) 1096, 1075 (Vsc-o).

RMN 'H (300 MHz, Piridina): § 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,21-1,37 (s, 24H, 3'-
14’); 1,58-1,63 (m, 2H, 2); 2,58 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1’); 6,87 (dd, J = 7,4 Hz, J = 1,4
Hz, 1H, 5); 7,14-7,19 (m, 2H, 3 e 4”); 7,40 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 3” € 5”); 8,04 (d, J =
7,6 Hz, 2H, 2" € 6”); 8,40 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 6); 11,12 (s, 1H, OH).

RMN '3C (75 MHz, CDCly): § 14,8 (CHs, 15'); 23,4 (CH,, 14’); 29,9-30,5 (CH,, 3'-12));
31,6 (CHa, 2); 32,6 (CH., 13); 36,5 (CH», 1); 116,3 (C, 1); 118,3 (CH, 3); 120,4
(CH, 5); 122,3 (CH, 2” e 6”); 125,0 (CH, 4”); 129,7 (CH, 3” e 5); 130,3 (CH, 6);
139,9 (C, 17); 160,9 (C, 2); 168,2 (CONHA).
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2-Hidréxi-4-pentadecilbenzoato de fenila (LDT660, 43)

X Sélido branco
Rendimento (98%)
Ri: 0,58 (HeXse,:DCMsqs,)
Ponto de fuséo: 37,1-39,1 °C
Férmula molecular: CsgHigNO3

Peso molecular: 424,62 g/mol

IV (KBI) Vimax om 2 2920 (Vaschz); 2848 (Vscrz); 1684 (vco); 1488, 1460 (vec); 1221,

RMN 'H (300 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,28-1,39 (m, 24H, 3-14’);
1,63-1,68 (m, 2H, 2'); 2,65 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1°); 6,82 (dd, J = 7,5 Hz, J = 1,3 Hz, 1H,
5); 6,88 (s, 1H, 3); 7,20-7,24 (m, 2H, 2” e 6”); 7,29-7,34 (m, 1H, 4”); 7,44-7,49 (m,
2H, 3" € 57); 7,99 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 6); 10,48 (s, 1H, OH).

RMN '3C (75 MHz, CDCly): § 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3-12));
30,9 (CH., 2'); 32,1 (CHa, 13); 36,4 (CH., 1°); 109,7 (C 1); 117,3 (CH, 3); 120,3 (CH,
5); 121,9 (CH, 2” e 6”); 126,5 (CH, 4”); 129,8 (CH, 3” e 5”); 130,4 (CH, 6); 150,5 (C,
17); 153,2 (C, 4); 162,5 (C, 2); 169,1 (COOAT).

Obtencao dos Derivados 2-Hidroxiésteres e 2-Metoxiésteres

W. W.
o o) o o)
OH Ph(CH,),Br, K,CO; ou NaHCO; o n
MeCN, Refluxo, 16 h -
H31C15 H31C15
n=1-3

W =H (LDT380) W =H (LDT662, LDT664, LDT666)

W = CH; (LDT407) W = CH; (LDT670, LDT672, LDT674)

Em um baldo de 25 mL foram adicionados o LDT380 (28) ou o LDT407
(32) (1,000 mmol), NaHCO3 (2 equivalentes) ou K-CO3 (2 equivalentes), brometo de
aralquila (3 equivalentes) e acetonitrila (10 mL). A mistura foi submetida a refluxo por

16 horas e, em seguida, o solvente foi removido a pressédo reduzida e a mistura
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obtida extraida com diclorometano (15,0 mL), lavada com solugdes de HCI 10%
(10,0 mL), saturada de NaCl (10,0 mL) e seca em sulfato de sédio anidro. Apés
remocao do solvente a pressao reduzida, o residuo foi purificado por cromatografia
em coluna contendo gel de silica, eluida com mistura de diclorometano:hexano (1:5).

2-Hidréxi-4-pentadecilbenzoato de benzila (LDT662, 44)

OH O Sélido branco
Rendimento (98%)
R: 0,52 (Hexsge,:DCMsq9,)
Ponto de fusao: 40,1-42,1 °C
Formula molecular: CagH4203

Peso molecular: 438,64 g/mol

IV (KBF) Vméax om ™ 2921 (Vascrz); 2850 (Vschz); 1670 (Veoo); 1263, 1224, 1151 (Vasc-o),
1104 (VsC-O)-

RMN 'H (300 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15); 1,25-1,35 (sl, 24H, 3-14);
1,60-1,64 (m, 2H, 2); 2,60 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 5,39 (s, 2H, COOCH,Ar); 6,71 (dd,
J=74Hz, J=15Hz, 1H, 5); 6,82 (d, J = 1,3 Hz, 1H, 3); 7,27-7,48 (m, 5H, 2, 3",
4", 5" 6");7,80 (d, J= 8,1 Hz, 1H, 6); 10,73 (s, 1H, OH).

RMN '3C (75 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH,, 14°); 29,4-29,9 (CH,, 3-12));
30,9 (CH, 2); 32,1 (CHz, 13); 36,4 (CHp, 1'); 66,9 (COOCH:AT); 110,2 (C 1); 1173
(CH, 3); 120,0 (CH, 5); 128,4 (CH, 2” e 6”); 128,7 (CH, 4”); 128,9 (CH, 3” e 5);
130,0 (CH, 6); 135,7 (C, 1”); 152,4 (C, 4); 161,9 (C, 2); 165,6 (COOCH,Ar).

2-Hidréxi-4-pentadecilbenzoato de fenetila (LDT664, 45)

. Solido branco
Rendimento (82%)
Ri: 0,50 (HeXse,:DCMsqs,)
Ponto de fusao: 42,9-44,9 °C
Formula molecular: C3oH4403

Peso molecular: 452,67 g/mol
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IV (KBF) Vinax om 'z 2917 (Vaschz): 2848 (Vschz); 1670 (Veo); 1466 (vooc); 1262, 1218,
1152, 1099 (Vasc-0)-

RMN 'H (300 MHz, CDCls): § 0,91 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15); 1,27-1,35 (sl, 24H, 3-14);
1,59-1,65 (m, 2H, 2); 2,60 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 3,10 (t, J = 6,7 Hz, 2H,
COOCH:CH,AT); 4,56 (t, J = 7,0 Hz, 2H, COOCH,CH.Ar); 6,72 (dd, J = 7,4 Hz, J =
1,5 Hz, 1H, 5); 6,81 (d, J = 1,2 Hz, 1H, 3); 7,27-7,38 (m, 5H, 2”, 3", 4", 5” € 6”); 7,72
(d, J=8,1 Hz, 1H, 6); 10,7 (s, 1H, OH).

RMN '3C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHas, 15°); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3-12));
30,9 (CHp, 2); 32,1 (CHp, 13); 35,4 (COOCH,CH,Ar); 36,4 (CH,, 1’); 65,8
(COOCH,CH.Ar); 110,3 (C, 1); 117,2(CH, 3); 119,9 (CH, 5); 126,9 (CH, 4”); 128,8
(CH, 2” e 6”); 129,1 (CH, 3” e 5”); 129,9 (CH, 6); 137,8 (C, 1”); 152,2 (C, 4); 161,9
(C, 2); 170,3 (COOCH:CH.Ar).

2-Hidréxi-4-pentadecilbenzoato de 3-fenilpropila (LDT666, 46)

OH O Liquido viscoso
3 Rendimento (78%)
Rs: 0,49 (HeXsge,:DCMsq9,)
Ponto de fusdo: Nao aplicavel
Férmula molecular: C31H4603

Peso molecular: 466,70 g/mol

IV (FilMe) Vimax om s 2922 (Vascz); 2850 (Vschz); 1676 (Veo); 1467, 1405 (vec); 1264,
1251, 1223, 1154 (Vasc-0)-

RMN 'H (500 MHz, CDCl3): § 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15'); 1,27-1,38 (m, 24H, 3-14);
1,59-1,64 (m, 2H, 2'); 2,13 (qi, J = 7,0 Hz, 2H, COOCH,CH>CH,Ar); 2,61 (t, J = 7,7
Hz, 2H, 1°); 2,81 (t, J = 7,5 Hz, 2H, COOCH.CH>CH.Ar); 4,36 (t, J = 6,4 Hz, 2H,
COOCH.CH,CH,Ar); 6,73 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 5); 6,82 (s, 1H, 3); 7,21-7,25 (m, 3H,
2" 4” ¢ 6”); 7,30-7,34 (m, 2H, 3” € 57); 7,73 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 6); 10,80 (s, 1H, OH).

RMN '3C (125 MHz, CDCl3): § 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3’-
12)); 30,3 (COOCH,CH,CH.Ar); 31,0 (CH,, 2); 32,1 (CH, 13); 324
(COOCH;CH-CHAr); 36,4 (CHz, 1'); 64,6 (COOCH,CHCHAr); 110,3 (C, 1); 117,2
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(CH, 3); 119,9 (CH, 5); 126,3 (CH, 4”); 128,6 (CH, 2” e 6”); 128,7 (CH, 3" e 5);
129,8 (CH, 6); 141,1 (C, 17); 152,2 (C, 4); 161,9 (C, 2); 170,4 (COOCH,CH,CH.Ar).

2-Metoxi-4-pentadecilbenzoato de benzila (LDT670, 47)

Sélido branco

Rendimento (97%)

Ri: 0,40 (HexXsps,:DCMsqs,)
Ponto de fusdo: 34,3-36,3 °C

Férmula molecular: CsoH4405

Peso molecular: 452,67 g/mol

IV (KBF) Vimax om™: 2919 (Vascrz); 2849 (Vscho); 1728 (Voo); 1610, 1576, 1499, 1466
(Vosc); 1258, 1242, 1175, 1152 (vsc.o).

RMN 'H (500 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,25-1,36 (m, 24H, 3-14’);
1,59-1,68 (m, 2H, 2'); 2,63 (1, J = 7,7 Hz, 2H, 1°); 3,92 (s, 3H, OCHs); 5,35 (s, 2H,
COOCHAr); 6,79-6,80 (m, 2H, 3 e 5); 7,31-7,34 (m, 1H, 4”); 7,38 (t, J = 7,4 Hz, 2H,
3" e5");7,47 (d, J= 7,3 Hz, 2H, 2" € 6”); 7,80 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 6).

RMN '3C (125 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CH,, 14’); 29,5-29,9 (CH,, 3'-
12); 31,3 (CHaz, 2); 32,1 (CHa, 13’); 36,5 (CHa, 1'); 56,1 (OCHa); 66,4 (COOCH,AT);
112,4 (CH, 3); 117,2 (C, 1); 120,4 (CH, 5); 128,1 (CH, 4”); 128,2 (CH, 2” € 6”); 128,7
(CH, 3” e 5”); 132,1 (CH, 6); 136,6 (C, 1”); 149,9 (C, 4); 159,8 (C, 2); 165,9
(COOCH:AY).

2-Metoxi-4-pentadecilbenzoato de fenetila (LDT672, 48)
. Solido branco
Rendimento (82%)
Rr: 0,47 (HeXsos:DCMsge,)
Ponto de fusao: 36,8-38,8 °C

Férmula molecular: C31H4603

Peso molecular: 466,70 g/mol

IV (KBF) Vimax em ': 2921 (VascHz); 2850 (Vscrz); 1725 (Ve-o); 1608, 1458 (vec); 1240,
1174, 1152, (Vasc-0); 1080 (vsc-0).
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RMN 'H (500 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,21-1,39 (m, 24H, 3-14’);
1,59-1,69 (sl, 2H, 2)); 2,63 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1); 3,08 (t, J = 6,8 Hz, 2H,
COOCH,CH:Ar); 3,89 (s, 3H, OCHs); 4,51 (t, J = 6,9 Hz, 2H, COOCH,CH.ATr); 6,78-
6,80 (m, 2H, 3 e 5); 7,26 (m, 1H, 4”); 7,31-7,33 (m, 4H, 2”, 3", 5" € 6”); 7,70 (d, J =
7,6 Hz, 1H, 6).

RMN 3C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHa, 14); 29,5-29,9 (CH,, 3'-
12)); 31,3 (CHg, 2); 32,1 (CHy, 13'); 35,4 (COOCH,CH,Ar); 36,5 (CHy, 1'); 56,1
(OCHs); 65,3 (COOCH,CH,Ar); 112,3 (CH, 3); 117,5 (C, 1); 120,4 (CH, 5); 126,7
(CH, 47); 128,6 (CH, 2” ¢ 6”); 129,2 (CH, 3” ¢ 5”); 132,0 (CH, 6); 138,4 (C, 1”); 149,8
(C, 4); 159,7 (C, 2); 166,2 (COOCH,CH,AT).

2-Metoxi-4-pentadecilbenzoato de 3-fenilpropila (LDT674, 49)

Sélido branco

Rendimento (82%)

Ri: 0,51 (HeXspe,:DCMsqs,)
Ponto de fusdo: 33,0-35,0 °C

Férmula molecular: CsoHas05

Peso molecular: 480,72 g/mol

IV (KBI) Vimax om 2 2921 (Vaschz); 2848 (Vscrz); 1725 (Vcoo); 1607, 1466 (vec); 1242,
1177, 1151, 1101 (Vasc-0)-

RMN "H (300 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15"); 1,21-1,39 (m, 24H, 3-14);
1,59-1,69 (m, 2H, 2°); 2,04-2,14 (m, 2H, COOCH,CH>CH.Ar); 2,65 (t, J = 7,7 Hz, 2H,
1%); 2,81 (t, J = 7,6 Hz, 2H, COOCH,CH.CH,Ar); 3,93 (s, 3H, OCHs); 4,32 (t, J = 6,4
Hz, 2H, COOCH,CH.CH,Ar); 6,80-6,84 (m, 2H, 3 e 5); 7,21-7,33 (m, 5H, 2”, 3", 4",
5" ¢6"); 7,74 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 6).

RMN '3C (75 MHz, CDCly): § 14,3 (CHa, 15'); 22,9 (CHz, 14'); 29,5-29,9 (CHz, 3-12));
30,6 (COOCH,CH.CH-Ar); 31,3 (CHs, 2); 32,1 (CH; 13); 325
(COOCH;CH-CHAr); 36,5 (CHz, 1'); 56,1 (OCHs); 64,0 (COOCH,CH-CHzAr); 112,4
(CH, 3); 117,8 (C, 1); 120,5 (CH, 5); 126,1 (CH, 4"); 128,6 (CH, 2" e 6"); 128,7 (CH,
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3" e 5”); 131,9 (CH, 6); 141,6 (C, 17); 149,7 (C, 4); 159,6 (C, 2); 166,4
(COOCH,CH2CH,AT).

Obtencao dos Acetoxiderivados

o n CH;COCI, TEA, DCM o n
0-25°C,16h
H31Cqs H31Cqs

Em um baldao de 25 mL foram individualmente adicionados os ésteres

(1,000 mmol), TEA (5 equivalentes) e diclorometano (10,0 mL). A mistura foi
resfriada sob banho de gelo/agua e, em seguida, foi adicionado cuidadosamente o
cloreto de acetila (2,5 equivalentes) mantendo agitacao a temperatura ambiente por
16 horas. A mistura foi extraida com diclorometano (15,0 mL), lavada com solucées
de bicarbonato de sédio 5% (10,0 mL), HCI 10% (10,0 mL), saturada de NaCl (10,0
mL) e seca em sulfato de soédio anidro. Apés remocao do solvente a pressao
reduzida, o residuo foi purificado por cromatografia em coluna contendo gel de silica,
eluida com mistura de acetato de etila:hexano (1:10).

2-Acetoxi-4-pentadecilbenzoato de fenila (LDT684, 50)

Sélido Branco

Rendimento (85%)

Rs: 0,53 (HeXxsge,:DCMsq9,)
Ponto de fuséo: 62,4-64,4 °C
Férmula molecular: C3oH4204

Peso molecular: 466,65 g/mol

IV (KBr) Vmax em = 2917 (VascHz); 2848 (Vschz); 1773 (Veoo); 1737 (veoo); 1616, 1472
(Ve=c); 1371 (vcng); 1262, 1252, 1203, 1190 (Vasc-o)-

RMN 'H (300 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15'); 1,28-1,38 (sl, 24H, 3-14);
1,63-1,69 (m, 2H, 2'); 2,31 (s, 3H, OCOCH3); 2,70 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 7,00 (d, J =
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1,3 Hz, 1H, 3); 7,16-7,22 (m, 3H, 5, 2" e 6”); 7,25-7,30 (m, 1H, 4”); 7,40-7,46 (m, 2H,
3" e5"); 8,15 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 6).

RMN 3C (75 MHz, CDCl3): & 14,3 (CHs, 15°); 21,2 (OCOCHs); 22,9 (CH,, 14’); 29,4-
29,9 (CHa, 3-12); 30,9 (CHaz, 2); 32,1 (CHz, 13); 36,0 (CHz, 1); 119,9 (C 1); 121,9
(CH, 2” e 6”); 123,9 (CH, 3); 126,2 (CH, 5); 126,5 (CH, 4”); 129,7 (CH, 3” e 57);
132,4 (CH, 6); 150,9 (C, 1”); 151,2 (C, 4); 151,5 (C, 2); 163,2 (OCOCHzg); 169,9
(COOA).

2-Acetdxi-4-pentadecilbenzoato de benzila (LDT686, 51)
0 Solido Branco
)k Rendimento (81%)
o] o]
" Rf: 0,46 (HeX5o%:DCM50%)
Ponto de fuséo: 45,1-47,1 °C
Formula molecular: C31Hy404
Peso molecular: 480,68 g/mol

IV (KBF) Vimax om ' 2916 (Vaschz); 2847 (Vsorz); 1763 (Voso): 1719 (vooo); 1617, 1464
(Voo); 1374 (vors); 1260, 1198 (vasc.o) 1148, 1082 (vsc-o).

RMN 'H (500 MHz, CDCl3): & 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15'); 1,25-1,35 (m, 24H, 3-14);
1,62 (s, 2H, 2); 2,13 (s, 3H, OCOCHa); 2,65 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1’); 5,30 (s, 2H,
COOCH.Ar); 6,91 (s, 1H, 3); 7,12 (d, J = 8,0 Hz, 5); 7,36-7,44 (m, 5H, 2", 3", 4”, 5" e
6”):7,99 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 6).

RMN '3C (125 MHz, CDCls): 8 14,3 (CHs, 15’); 20,9 (OCOCHs3); 22,9 (CHz, 14°); 29,4-
29,9 (CHy, 3-12); 30,9 (CHz, 2); 32,1 (CHa, 13'); 35,9 (CHa, 1°); 67,0 (COOCH:Ar);
120,5 (C, 1); 123,8 (CH, 3); 126,4 (CH, 5); 128,6 (CH, 4”); 128,7 (CH, 2” ¢ 6”); 128,8
(CH, 3” e 5”); 132,2 (CH, 6); 1359 (C, 1”); 150,5 (C, 4); 150,9 (C, 2); 164,6
(COCHs); 169,9 (COOCH:A).



78

2-Acetdxi-4-pentadecilbenzoato de fenetila (LDT688, 52)

Solido Branco

Rendimento (78%)

Rs: 0,33 (HeXsoe,:DCMsqe,)
Ponto de fusdo: 41,1-43,1 °C
Formula molecular: CsoHyeO4
Peso molecular: 494,71 g/mol

IV (KBF) Vimax om ' 2917 (Vaschz): 2850 (Vsorz); 1767 (Voso): 1715 (vooo); 1618, 1465
(Veo); 1376 (vora); 1275, 1208 (vasc.o) 1158, 1101 (vsc-o).

RMN "H (300 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,25-1,37 (m, 24H, 3-14);
1,59-1,66 (m, 2H, 2’); 2,30 (s, 3H, OCOCHa); 2,65 (, J = 7,7 Hz, 2H, 1°); 3,06 (t, J =
7,0 Hz, 2H, COOCH,CH,Ar); 4,49 (t, J = 7,0 Hz, 2H, COOCH,CH,Ar); 6,92 (d, J =
1,3 Hz, 1H, 3); 7,11 (dd, J = 7,3 Hz, J = 1,4 Hz, 1H, 5); 7,25-7,37 (m, 5H, 2”, 3", 4”,
5" e 6");7,89 (d, J= 8,0 Hz, 1H, 6).

RMN '3C (75 MHz, CDCly): & 14,3 (CHs, 15'); 21,2 (OCOCHS,); 22,9 (CHs, 14); 29,4-
29,9 (CH,, 3-12°); 30,9 (CHa, 2'); 32,1 (CHa, 13'); 35,4 (COOCH,CH,Ar); 35,9 (CHs,
1"); 65,6 (COOCH.CH:Ar); 120,6 (C, 1); 123,7 (CH, 3); 126,3 (CH, 5); 126,8 (CH, 4”);
128,8 (CH, 2” e 6”); 129,1 (CH, 3” e 5”); 131,8 (CH, 6); 137,9 (C, 1”); 150,3 (C, 4);
151,0 (C, 2); 164,5 (OCOCHs3); 169,9 (COOCH,CH.A).

2-Acetoxi-4-pentadecilbenzoato de 3-fenilpropila (LDT690, 53)
o] Solido Branco
)J\ Rendimento (79%)
(o] o]
" Rf: 0,47 (HeX50%:DCM50%)
Ponto de fusao: 41,5-43,5 °C
Formula molecular: Ca3Hys04

Peso molecular: 508,73 g/mol

IV (KBI) Vmax om 2 2915 (Vaschz); 2848 (Vechz); 1768 (Vooo), 1714 (ve-o); 1618, 1466
(VC=C); 1370 (VCH3); 1259, 1203 (VasC-O); 1078 (VSC_O).
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RMN "H (300 MHz, CDCls): § 0,90 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15); 1,27-1,38 (m, 24H, 3-14);
1,58-1,69 (sl, 2H, 2'); 2,03-2,13 (m, 2H, COOCH>CH.CH,Ar); 2,35 (s, 3H, OCOCH);
2,54 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1°); 2,77 (t, J = 7,7 Hz, 2H, COOCH»CH,CH,Ar); 4,30 (t, J =
6,5 Hz, 2H, COOCH,CH2CH,Ar); 6,93 (d, J = 1,4 Hz, 1H, 3); 7,13 (dd, J= 7,3 Hz, J =
1,5 Hz, 1H, 5); 7,18-7,24 (m, 3H, 2", 4” ¢ 6”); 7,27-7,34 (m, 2H, 3” € 5”); 7,92 (d, J =
8,0 Hz, 1H, 6).

RMN '3C (75 MHz, CDCly): & 14,3 (CHs, 15'); 21,3 (OCOCHs,); 22,9 (CHs, 14); 29,4-
29,9 (CH,, 3-12); 30,5 (COOCH,CH2CH,Ar); 30,9 (CHa, 2°); 32,1 (CH,, 13)); 32,5
(COOCH,CH>CH,Ar); 35,9 (CHa, 1'); 64,5 (COOCH2CH,CH:Ar); 120,7 (C, 1); 123,8
(CH, 3); 126,2 (CH, 5); 126,3 (CH, 4”); 128,6 (CH, 2” e 6”); 128,7 (CH, 3" e 5);
131,8 (CH, 6); 141,3 (C, 17); 150,3 (C, 4); 151,0 (C, 2); 164,7 (OCOCH;); 169,9
(COOCH,CH2CHaAT).

6.3 AVALIACAO IN VITRO
Avaliacao frente a Histonas Acetiltransferases: p300 e GCN5

A avaliacdo biologica dos compostos frente a EP300 e GCNS5 foi realizada
no Instituto Canadense de Pesquisa Cientifica SGC - Structural Genomics
Consortium, pelos pesquisadores Masoud Vedadi e Abdellah Allali-Hassani. Os
compostos foram testados em trés diferentes concentragées (10, 30 and 100 uM) e o
ensaio foi baseado em radioatividade. Os procedimentos de sintese, purificacéo e
caracterizacao foram realizados de acordo com os protocolos do SGC (SGC
TORONTO, 2015).

Obtencao da proteina e avaliacdo dos compostos frente a p300

Para obtencdo da proteina p300, visando sua utilizagdo na avaliacdo
biolégica dos compostos, foi montada, inicialmente, uma cultura de 50 mL contendo
50 pug/mL de canamicina e 34 ug/mL de cloranfenicol, sendo incubada por 12 horas.
Para a cultura, foi utilizada E. coli (BL21 (DE3)R3-pRARE2) contendo o gene para
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expressdao de p300. Dessa cultura, foi retirada uma aliquota de 10 mL a qual foi
utilizada para inocular cada uma de 2 culturas de 1 litro de meio TB (Terrific Broth)
contendo 50 pg/mL de canamicina e 34 pg/mL de cloranfenicol.

As culturas foram cultivadas a 37 °C até que a leitura em filtro de 600 nm
atingisse densidade 6ptida (D.O) de aproximadamente 2,5 e, em seguida, a
temperatura foi ajustada para 18 °C. A expressao foi induzida durante a noite
utilizando 0,1 mM de Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) até uma DOgg de
3,0. DOggo representa a densidade otica ou absorbancia da amostra mensurada a
600 nm, estimando a concentragao das células no liquido.

A cultura foi centrifugada obtendo-se um sedimento contendo as células.
O sedimento foi ressuspenso em tampao de ligacao e congelado. O tampao de
ligacdo €& composto por 50 mM de acido 2-[4-(2-hydréxietil)piperazin-1-
illetanosulfénico (HEPES, pH 7,5), 500 mM de NaCl e 10 mM de imidazol.

As células foram descongeladas a temperatura ambiente, e 0,5 mM de
Tris(2-carboietil)fosfina (TCEP) e 1 mM de Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)
foram adicionados ao lisado celular. As células foram lisadas por meio de sonicacéo
e o lisado foi centrifugado a 16.500 rpm durante 60 minutos, sendo o sobrenadante
coletado para purificagao.

Para a primeira purificacdo foi utilizada a ténica cromatografia por
afinidade ao niquel (Ni-affinity chromatography), na qual a coluna de Ni-sefarose
(Amersham), com 1,5 x 10 cm de tamanho, contendo 5 mL de pasta a 50% foi
lavada com tampao de ligacéo.

O tampéo de ligacao é composto por 50 mM de HEPES (pH 7,5), 500 mM
de NaCl e 10 mM de imidazol. O tampao de lavagem € composto de 50 mM de
HEPES (pH 7,5), 500 mM de NaCl e 30 mM de imidazol. O tampéao de eluicéo é
composto de 50 mM de HEPES (pH 7,5), 500 mM de NaCl, 50 a 250 mM de imidazol
(fase de eluicao).

O sobrenadante carregado por escoamento por gravidade em coluna de
Ni-sefarose. A coluna foi, entdo, lavada com 30 mL de tampéao de lavagem por fluxo
de gravidade. A proteina foi eluida por escoamento por gravidade através da
aplicagéo de porgdes de 5 mL de tampao de eluigdo com concentragdo crescentes
de imidazol (50 mM, 100 mM, 150 mM e 250 mM). As fracbGes foram coletadas até a

proteina ser completamente eluida.
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No tratamento enzimatico, a cauda de histidina do N-terminal foi clivada
por meio de tratamento com protease TEV, uma protease altamente especifica para
sitio de cisteina que é encontrada no virus Tobacco etch.

A segunda purificacao foi realizada usando-se a técnica de cromatografia
de exclusdo de tamanho, com coluna Superdex S75 16/60 HiLoad. O tampéo
utilizado era composto de 10 mM de HEPES (pH 7,5), 500 mM de NaCl e 5% de
glicerol.

A p300 foi concentrada e aplicada a coluna de filtracdo em gel Superdex
S75 16/60 HiLoad, equilibrada com o tamp&o descrito acima, usando um sistema de
cromatografia do tipo AKTA Express.

Em seguida, outra purificacao foi realizada usando-se uma coluna do tipo
Bio-rad poly-prep, contendo 2 mL de pasta Ni-sefarose (Amersham) a 50%, lavada
com tampéo de ligacdo. O tampao de ligacdo era composto de 10 mM de HEPES
(pH 7,5), 500 mM de NaCl e 5% de glicerol. O tampé&o de lavagem era composto de
10 mM de HEPES (pH 7,5), 500 mM de NaCl e 5% de glicerol. O tampao de eluicao
era composto de 50 mM de HEPES (pH 7,5), 500 mM de NaCl e 250 mM de
imidazol.

As fracdes da filtracdo em gel contendo p300 foram reunidas e carregadas
por escoamento por gravidade em coluna de Ni-sefarose. Ap6s carregar mais 4 mL
de tampao de ligacéo o fluxo total foi recolhido. A coluna, entao, foi lavada com 5 mL
de tampao de lavagem em fluxo por gravidade. Finalmente, 6 mL de tampao de
eluicdo foram adicionados. As fracdes de eluicdo e lavagem recolhidas foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamina e dodecilsulfato de sédio (SDS-
PAGE). A proteina p300 clivada por TEV foi encontrada, principalmente, no fluxo
através da fragao.

A caracterizacao por espectrometria de massas foi realizada utilizando-se
um sistema multiplo do tipo liquid chromatography—electrospray ionization—-mass
spectrometry time-of-flight (LC- ESI -MS TOF), fornecendo uma massa mensurada
em 14639 Da para esta construgcdo como previsto a partir da sequéncia desta
proteina.

A proteina foi concentrada a 9,0 mg/mL usando um concentrador Amicon
de corte 3 kDa.

As atividades dos compostos foram determinadas com 1 nM de p300, 4,0
UM de histona H3 (1-25), 2,5 pM de *H-AcetilCoA em 50 mM de trisaminometano
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(Tris) pH 7,5, 5 mM de ditiotreitol (DTT) e 0,01% de Triton (surfactante) com 20
minutos de incubagédo a temperatura ambiente. Os compostos foram testados em
concentragdes que variaram de de 0,1 a 100 uM e a leitura do ensaio foi realizada
por mensuracdo da radioatividade emitida pela AcetilCoA marcada com tritio (*H-
AcetilCoA), usando um contador de cintilacao liquida.

Obtengao da proteina e avaliagdo dos compostos frente a GCN5L2

Para obtencdo da proteina GCN5, visando sua utilizagdo na avaliacao
biolégica dos compostos, foi montada, inicialmente, uma cultura de 10 mL contendo
50 ug/mL de canamicina e 35 pug/mL de cloranfenicol, sendo incubada por 12 horas.
Para a cultura, foi utilizada E. coli (BL21(DE3)-R3-pRARE2) contendo o gene para
expressao de GCN5L2. Dessa cultura, foi retirada uma aliquota de 1 mL a qual foi
utilizada para inocular 1 litro de meio Lysogeny broth (LB) contendo a mesma
concentracao de antibidticos.

As culturas foram cultivadas a 37 °C até que a leitura em filtro de 600 nm
atingisse D.O de aproximadamente 0,3 e, em seguida, a temperatura foi ajustada
para 20 °C. A expressao foi induzida durante a noite utilizando 0,1 mM de IPTG até
uma DOggo de 0,8.

A cultura foi centrifugada obtendo-se um sedimento contendo as células.
O sedimento foi ressuspenso em tampao de ligacao e congelado. O tampao de
ligacéo é composto por 50 mM de HEPES (pH 7,5), 500 mM de NaCl, 5% de glicerol
e 10 mM de imidazol.

As células foram lisadas por meio de homogeneizador de alta pressao C5
(Avestin) e o lisado foi centrifugado a 21.000 rpm por 60 minutos e o0 sobrenadante
coletado para purificacao.

Para a purificacédo foi utilizada cromatografia por afinidade ao niquel (Ni-
affinity chromatography). O tampao de ligacao era composto de 50 mM de HEPES
(pH 7,5), 500 mM de NaCl, 5% de glicerol e 10 mM de imidazol. O tampao de
lavagem era composto de 50 mM de HEPES (pH 7,5), 500 mM de NaCl, 30 mM de
de imidazol e 5% de glicerol. O tampao de eluicdo era composto de 50 mM de
HEPES (pH 7,5), 500 mM de NaCl, 50 a 250 mM de imidazol e 5% de glicerol.
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Foram aplicados 5 mL de pasta a 50% de niquel—acido nitrilotriacético (Ni-
NTA), da Qiagen, a uma coluna de gravidade, possuindo 1,5 x 10 cm de tamanho. A
coluna foi equilibrada com 50 mL de tampao de ligagdo. O lisado foi aplicado a
coluna que foi, em seguida, lavada com 50 mL do tampao de lavagem 1 e 2.

A proteina foi eluida por escoamento por gravidade, pela aplicacao de
porcdes de 5 mL de tampéao de eluicdo com concentracdes crescentes de imidazol
(50 mM, 100 mM, 150 mM e 250 mM). As fracdes foram recolhidas ate a completa
eluicao da proteina.

A proteina eluida foi analisada por SDS-PAGE. DTT foi adicionado a
amostra de proteina até uma concentracao final de 5 mM.

A segunda purificacao foi realizada usando-se a técnica de cromatografia
de exclusdao de tamanho (SEC — Size Exclusion Chromatography), com coluna
Superdex S75, 60 x 1 cm. O tampao SEC utilizado era composto de 50 mM de
HEPES (pH 7,5), 150 mM de NaCl e 5 mM de DTT.

As fracbOes eluidas na cromatografia por afinidade ao niquel foram
concentradas até aproximadamente 4 mL usando concentradores Centricon (5 kDa
CUT off). A proteina concentrada foi aplicada a uma coluna Superdex S75
equilibrada em tampao SEC a uma taxa de eluicdo de 0,8 mL/min. As frac¢des
eluidas foram de 95% pura como avaliado por SDS-PAGE.

Por meio de espectrometria de massas, a massa da proteina foi calculada
como sendo 15975 Da e a massa foi determinada experimentalmente como sendo
15975 Da para a proteina contendo cauda de histidina.

As atividades dos compostos foram determinadas com 1 nM de GCN5, 10
UM de H3 (1-25) e 2,5 uM de °H-AcetilCoA em 50 mM de Tris (pH 9,5), 5 mM DTT e
0,01% de Triton com 20 minutos de incubacdo a temperatura ambiente. Os
compostos foram testados em concentragdes que variaram de 0,1 a 100 uM e a
leitura do ensaio foi realizada por mensuracdo da radioatividade emitida pela
AcetilCoA marcada com tritio (*H-AcetilCoA), usando um contador de cintilagéo
liquida.
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Resultados e Discussao
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

A rota sintética para a obtencdo dos derivados-alvo compreendeu a
exploracdo de procedimentos sintéticos classicos de interconversdo de grupos
funcionais, como por exemplo, orto-formilagdo, O-alquilacao, oxidacdo, amidacao e
esterificacdo em condicdes experimentais a temperatura ambiente, sob refluxo ou
sob radiagdo micro-ondas.

Os compostos foram caracterizados por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de 'H e '*C e no infravermelho (IV). As caracteristicas fisico-
quimicas PSA, logS, logP, logD e pKa foram calculadas no programa Percepta/ACD
Labs, versao 2014.

Série 2-Acetoxi, 2-Hidroxi e 2-Metoxiacidos ou Metilésteres

W LDT77:W=HeY=H
(o} o LDT220: W=CH,e Y = H
LDT380: W=He Y = OH
LDT407: W = CH, e Y = OH
Y LDT383: W=Ace Y = OH
LDT381: W=He Y = OCH,
LDT382: W = CHs e Y = OCH;
H31C1s LDT384: W=AceY = OCH,

A primeira série de derivados-alvo compreendeu a obtencdo do &cido 2-
hidréxi-4-pentadecilbenzéico (isoanacardico, 28), seus ésteres metilicos e derivados
acetoxila e metoxila para ambos.

O planejamento sintético foi iniciado a partir da orto-formilacao
(HOFSLOKKEN e SKATTEBOL, 1999; ANWAR, 2009) do cardanol saturado
(LDT10, 29) levando ao aldeido LDT77 (30) como um sélido branco cristalino em

rendimento de 90%.
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OH OH o

MgBr,, p-HCHO,TEA o
THF, Refluxo, 24h
H31C1s H31C15
LDT10 (29) LDT77 (30)

O grupo aldeido foi caracterizado por meio dos sinais em 9,83 ppm e
195,9 ppm em seus espectros de RMN 'H (Anexo 2, Pag. 2) e RMN *C (Anexo 3,
Pag. 3). Adicionalmente, o deslocamento quimico em 11,05 ppm no espectro de
RMN 'H (Anexo 2, Pag. 2) indicou a presenca do grupo hidroxila em ligagdo de

hidrogénio intramolecular com o oxigénio da carbonila do aldeido (Figura 14).

H3/Cqs5
LDT77 (30)

Figura 14. LDT77: Ligagéo de hidrogénio intramolecular.

Os sinais em 6,81 ppm (s, 1H, 3), 6,83 ppm (dd, J = 8,5 Hz, J = 1,4 Hz,
1H, 5); 7,44 ppm (d, J = 7,8 Hz, 1H, 6 em RMN 'H caracterizaram a presenca do
anel aromatico e o padrdo de acoplamento revela que a formilacdo ocorreu na
posigao orto a hidroxila fendlica e para a cadeia alquilica (Esquema 2).

thr
<9,

OH OMgBr o ¢0
SRS
Y CH,
MgBro/EtsN + EtNH'Br -
H31Cy5 H31C15 H31C15
LDT10 (29) l
Mg _H
9
OH o o~ c|>j Gl? o)
CH/~ CH, CH,OMgBr
H “H
- -
H31C45 H31C45 H31C15

LDT77 (30)

Esquema 2. LDT77: Proposta mecanistica para a formilagéo regioespecifica.
Fonte: adaptado de HOFSLOKKEN e SKATTEBOL, 1999
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Como a formilacao apresentou apenas uma mancha em CCD, esta pode
ser considerada regioespecifica. Adicionalmente, os deslocamentos quimicos entre
0,89 ppm e 2,62 ppm (RMN "H) bem como 14,3 ppm a 32,6 ppm (RMN '°C) estao
relacionados a cadeia alquilica saturada.

A presenca de absorcdo em 1671 cm™ no infravermelho (Anexo 1, Pag. 1),
referente ao estiramento da carbonila corroborou a caracterizagdo do derivado
LDT77 (30). Nao se observou a presenca dos dupletos referentes a ressonéncia de
Fermi em 2820 cm™ e 2738 cm™ possivelmente pela presenca dos grupos metilenos
da cadeia alquilica que absorvem préximos a esta regiao.

Em seguida, LDT77 (30) foi metilado com iodeto de metila na presenca de
carbonato de potassio em acetona sob refluxo levando ao aldeido LDT220 (31)

como um solido branco cristalino, em rendimento de 80%.

OH (o) (o] o]

H CHjl, K,CO4 o H
Acetona, Refluxo, 20 h -
H31C15 H31C1s
LDT77 (30) LDT220 (31)

Os sinais caracteristicos referente ao grupo metoxila foram identificados
em 3,92 ppm e 55,7 ppm em seus espectros de RMN 'H (Anexo 5, Pag. 5) e RMN
'3C (Anexo 6, Pag. 6), respectivamente.

De posse dos aldeidos — LDT77 (30) e LDT220 (31) — estes foram
oxidados com clorito de s6dio em DMSO (SANTOS e MAGALHAES, 1999) aos seus
respectivos acidos carboxilicos LDT380 (28) e LDT407 (32), obtidos como sélidos
brancos cristalinos em rendimento de 89% e 92%.

H  Nacl0, NaH,PO,H,0,DMSO OH
H,0, AcOEtou DCM, t.a, 16 h
H31C1s5 H31Cq5
W= H, CH3

O grupo carboxila de LDT380 (28) foi identificado pelos sinais em 11,04
ppm e 174,9 ppm em seus espectros de RMN 'H (Anexo 8, P4g. 8) e RMN '°C
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(Anexo 9, Pag. 9). A ligagdo de hidrogénio intramolecular do sistema salicilico foi
observada em 11,79 ppm no espectro de RMN 'H (Anexo 8, Pag. 8).
Adicionalmente, a presenca de absorcdo em 1654 ¢cm™ no infravermelho (Anexo 7,
Pag. 7), referente ao estiramento da carbonila do grupo carboxila corroborou a
caracterizacao do acido isoanacardico LDT380 (28). Por sua vez, LDT407 (32) foi
identificado pelos deslocamentos quimicos referentes aos grupos metoxila em 4,06
ppm (RMN 'H, Anexo 11, Pag. 11) e 56,7 ppm (RMN '*C, Anexo 12, Pag. 12); e
carboxila 165,7 ppm (RMN '3C, Anexo 12, Pag. 12). A presenca de absorcdo em
1610 cm™ no infravermelho (Anexo 10, Pag. 10), referente & carboxila corroborou a
caracterizagdo do LDT407 (32).

Por meio da esterificagdo de Fisher do derivado LDT380 (28) — com
metanol e catalise com acido sulfurico — foram obtidos os ésteres metilicos LDT381
(33) e LDT382 (34) como soblidos brancos em rendimentos de 95% e 92%,

respectivamente.

OH MeOH/H,S0, o
Refluxo, 16h
H31Cs H31Cs
W= H, CH3

O grupo metila do éster derivado LDT381 (33) foi caracterizado pelos
deslocamentos quimicos em 3,94 ppm e 52,3 ppm em seus espectros de RMN 'H
(Anexo 17, P4g. 17) e RMN '3C (Anexo 18, P4g. 18). A presenca do sinal em 10,72
ppm no espectro de RMN 'H (Anexo 17, Pag. 17) indica a presenca de ligacdo de
hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio da hidroxila fendlica e o oxigénio da
carbonila. Adicionalmente, a presenca de absor¢do em 1686 cm™ no infravermelho
(Anexo 16, Pag. 16), referente a carbonila (vc-o) corroborou a caracterizagao do
LDT381 (33).

A caracterizacdao do mesmo grupo funcional para o éster LDT382 (34) foi
realizada por meio dos sinais em 3,90 ppm (RMN 'H, Anexo 20, P4g. 20) e 52,0 ppm
(RMN 'C, Anexo 21, P&ag. 21). A presenca de absorcdo em 1702 cm™ no
infravermelho (Anexo 19, Pag. 19), referente ao grupo carbometoxila corroborou a
caracterizagdo do LDT382 (34).
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O procedimento de acetilacdo dos derivados LDT380 (28) e LDT381 (33)
foi realizado com anidrido acético sob catalise de acido fosfoérico em forno de micro-
ondas convencional, levando a obtencao dos respectivos acetdxiderivados LDT383
(35) e LDT384 (36) em rendimentos de 80% e 88%.

OH O )ko o)

o (CH;C0),0/H;PO, o
MW 270 W, 5 x 2°
H31C45 H31C1s
W =H, CH,

Na analise espectroscépica para o derivado LDT383 (35), a metila do
grupo acetila foi identificada pelos deslocamentos quimicos em 2,54 ppm (RMN 'H,
Anexo 14, Pag. 14) e 22,2 ppm (RMN *C, Anexo 15, P4g. 15), enquanto o grupo
carbonila foi assinalado ao sinal em 168,4 ppm em RMN *C (Anexo 15, Pag. 15). A
presenca de absor¢ées em 1763 cm™ e 1685 ¢cm™ no infravermelho (Anexo 13, Pag.
13), referente as carbonilas corroborou a caracterizacao do derivado-alvo. Por sua
vez, 0 grupo acetila do derivado LDT384 (36) foi caracterizado pela presenca de
sinais em 2,35 ppm em RMN 'H (Anexo 23, Pag. 23) bem como 21,2 ppm e 165,1
ppm em RMN '3C (Anexo 24, Pag. 24). Os grupos carbonilas dos ésteres foram
relacionados as absorcdes em 1764 cm™ e 1721 ¢cm™ no infravermelho (Anexo 22,
Pag. 22).

O resumo dos principais sinais que caracterizaram os compostos LDT380
(28), LDT381 (33), LDT382 (34), LDT383 (35), LDT384 (36) e LDT407 (32) em seus
espectros de RMN 'H e RMN '3C est&o dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Principais deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '®C para a caracterizacdo da série

dos derivados 2-acetodxi, hidroxi e metoxiacidos ou metilésteres

W\o o LDT380 (W=H, Y=OH)
LDT381 (W=H, Y=OCHj)
LDT382 (W=CHj, Y=OCHs)
Y LDT383 (W=COCHj, Y=OH)
LDT384 (W=COCHj, Y=OCHj)
Ha(Cus LDT407 (W=CHz, Y=OH)
RMN 'H / RMN "3C (ppm, Piridina ou CDCl,)
RMN  Grupos —Theen 1 DTas1  LDT382 LDT383  LDT384  LDT407
(28) (33) (34) (35) (36) (32)

'H 6,89-8,25 6,71-7,73 6,77-7,74 7,27-8,40 6,92-7,94 6,85-8,07

g Ar 113,2- 110,2- 112,3- 123,7- 120,4- 111,8-
163,5 161,8 159,6 152,6 151,0 158,3

'H CysHar 0,89-2,63 0,89-2,59 0,89-2,62 0,92-2,67 0,89-2,65 0,88-2,66
3¢ (1-15) 14,8-36,8 14,3-36,4 14,3-36,5 15,1-36,5 14,3-35,9 14,3-36,5
1
H  ArCOOH/ - - - - - -
8c  ArCOOCH; 1749 170,8 166,8 171,1 170,0 165,7
H - 3,94 3,90 - 3,86 -
.. ArCOOCH,

c - 52,3 52,0 - 52,2 -
'H - - 3,87 - - 4,07
.  ArOCH;

c - - 56,1 - - 56,7
'H - - - 2,54 2,35 -
.. ArOCOCH,

c - - - 168,4 165,1 -

Série dos Derivados Amidicos
\O (0]
n
0 = LDT652 (37)
N~ 'n 1=LDT654 (38)
H 2= LDT656 (39)
3 = LDT658 (40)

H31C1s

Os derivados amidicos foram obtidos a partir da reacado do acido LDT407
(32) com SOCI,/DMF sob refluxo em hexano (CHANDREGOWDA, KUSH e REDDY,
2009) para formacéao do cloreto de acila correspondente. Em seguida o cloreto de
acido intermediario, ndo isolado, foi adicionado a solucdo das respectivas aminas
em diclorometano na presenca de TEA, levando a obtencdo das 2-metdxi-4-
pentadecilbenzilamidas (LDT652, LDT654, LDT656 e LDT658), caracterizadas por
diferentes unidades metilénicas (0, 1, 2 ou 3) entre o grupo carbamoila e o anel
aromatico. As amidas-alvo foram obtidas como sélidos brancos em rendimentos que
variaram de 89% a 93%.
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37)
38)
39)
40)

1) SOCI,/DMF, Hexano
OH Refluxo, 2 h

n
0=LDT652
N 1= LDT654
: - H 2= LDT656
2D)CAMm|£ahTEA . 3 =LDT658
H31Cy5 » Retluxo, H31Cq5

LDT407 (32)

P o i

As amidas foram caracterizadas pelos deslocamentos quimicos referentes
aos anéis aromaticos, grupos metoxila e metilénicos. Nos espectros de RMN 'H
(Anexos 26, 29, 32 e 35, pags. 26, 29, 32 e 35), os anéis aromaticos foram
evidenciados pelos sinais entre 6,73 ppm e 8,20 ppm; 0s grupos metoxila entre 3,82
ppm e 4,05 ppm; e 0os grupos metilenos — nas aralquilamidas — entre 1,96 ppm e
4,69 ppm. Estas subunidades foram confirmadas nos espectros de RMN '3C (Anexo
27, 30, 33 e 36, pags. 27, 30, 33 e 36), pelos assinalamentos entre 111,4 ppm e
157,7 ppm; 55,7 ppm e 56,3 ppm; e 31,2 e 43,8 ppm, respectivamente. Os grupos
carbamoila foram identificados por sinais referentes ao grupo NH entre 7,90 ppm e
9,81 ppm; e carbonila entre 163,5 ppm e 165,6 ppm. Adicionalmente, as absor¢des
no infravermelho (Anexos 25, 28, 31 e 34, pags. 25, 28, 31 e 34) entre 3362 cm™ e
3403 cm™ referentes as amidas secundarias contribuiram para a caracterizagéo das
2-metéxi-4-pentadecilamidas 37-40. Um resumo dos principais sinais que
caracterizam as amidas-alvo esté ilustrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN '°C para a caracterizagdo das 2-
metoxiamidas.

\0 (o] n
0=LDT652 (37)
N A 1 = LDT654 (38)
H 2 =LDT656 (39)
3=LDT658 (40)
H31C5
RMN 'H/ RMN '3C (ppm, CDCls)
RMN Grupos
LDT652 (37) LDT654(38) LDT656 (39) LDT658 (40)
H R 7,12-7,69 7,26-7,36 7,27-7,35 7,18-7,33
r!!
B¢ 120,6-138,8 127,3-139,2  126,5-139,7 125,9-141,7
H 4,05 3,91 3,71-3,82 (m) 3,96
13 ArOCH;
c 56,3 56,0 55,7 55,9
H ArCONHAr 9,81 8,17 7,90 7,89
H - 4,69 294/3,71-3,82 1,96/2,73/3,50
. ArCONH(CH,),Ar
c - 43,8 35,9/40,9 31,2/31,4/39,2

C  ArCONH(CH,),Ar 163,5 165,6 165,5 165,4
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A partir da 2-metdéxiamida LDT652 (37) foi realizada a reagdo de O-
desmetilacdo na presenca de solugdo 1M de BBr; em diclorometano a temperatura
ambiente, por 6 horas, levando a obtencao da 2-hidréxiamida LDT644 (42) como um
sélido branco em rendimento de 80%. A O-desmetilacao foi confirmada em CCD por
meio da diminuicdo de Rf (0,48 - Hex 70%:AcOEt 30%) e identificacdo do grupo

fenol por revelagédo com FeCls.

H BBI‘ /DCM 1M
DCM 0°C,2h
H31Cus H31Cus

LDT652 (37) LDT644 (42)

A amida foi caracterizada pela auséncia de sinal referente ao grupo
metoxila em 4,05 ppm em RMN 'H (Anexos 50, pag. 50) e 56,3 ppm em RMN '3C
(Anexos 51, pags. 51), bem como pela evidencia do grupo hidroxila — em ligacdo de
hidrogénio intramolecular — como simpleto em 11,12 ppm em RMN 'H.
Adicionalmente, a absorcédo na regiao do infravermelho (Anexos 49, pags. 49) em
3327 cm™ referente ao grupo hidroxila corrobora a elucidacéo estrutural para este

composto.

Série dos Derivados Esteres

O/Wn\O
H31Cy5

n=1-3

W =H (LDT660, LDT662, LDT664, LDT666)
W = CH; (LDT668, LDT670, LDT672, LDT674)

De acordo com estudo desenvolvido por Alves (2015), a série dos ésteres foi
iniciada pela sintese do derivado LDT668 (41) a partir do acido LDT407 (32) via
protocolo com SOCI, e DMF, obtencao do intermediario cloreto de acido e reacao

com fenol. O derivado foi obtido como sdélido branco em rendimento de 80%.
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o o o o} /@
OH 1) SOCI,/DMF, Hexano o

Refluxo, 2 h
2) Fenol, TEA
DCM, Refluxo, 1 h

H31C15 H31C1s

LDT407 (32) LDT668 (41)

-

Os demais 2-metoxiésteres benzilico, fenetilico e 3-fenilpropilico foram
obtidos como soélidos brancos e em rendimentos que variaram de 82% a 97% pela
reacdo do acido LDT407 (32) com brometos de aralquila (brometo de benzila,
bromoetilbenzeno e bromopropilbenzeno) na presencga de carbonato de potassio em
acetonitrila, em condi¢cbes de refluxo por 16 horas.

n
OH  Ph(CHa)Br.KiCO, o " 1= LDT670 (47)
MeCN, Refluxo, 16 h = 2= LDT672 (48)
H31C45 H31Cqs 3= LDT674 (49)

LDT407 (32)

Os derivados 2-metoxiésteres foram caracterizados pelos deslocamentos
quimicos referentes aos anéis aromaticos bem como aos grupos metoxila e
metilénicos. Nos espectros de RMN 'H (Anexos 38, 41, 44 e 47, pags. 38, 41, 44 e
47), os os anéis aromaticos foram evidenciados pelos sinais entre 6,78 ppm e 7,98
ppm; 0s grupos metoxila entre 3,89 ppm e 3,95 ppm; € 0s grupos metilenos — nas
aralquilamidas — entre 2,04 e 5,35 ppm. Estas subunidades foram confirmadas nos
espectros de RMN '*C (Anexo 39, 42, 45 e 48, pags. 39, 42, 45 e 48), pelos
assinalamentos entre 112,3 ppm e 160,4 ppm; 56,1 ppm e 56,2 ppm; e 32,5 ppm e
66,4 ppm, respectivamente. Os grupos carbonila foram identificados entre 164,5
ppm e 166,4 ppm. Adicionalmente, as absor¢des no infravermelho (Anexos 37, 40,
43 e 46, pags. 37, 40, 43 e 46) entre 1725 cm™ e 1729 cm™' referentes as carbonilas
dos ésteres contribuiram para a caracterizacao dos 2-meto6xi-4-pentadecilésteres 41,
47-49. Um resumo dos principais sinais que caracterizam os 2’-metoxiésteres esta
ilustrado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Principais deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN "*C para a caracterizacdo dos 2-
metoxiésteres

\0 o
n
o~ n 0=LDT668 (41)
1 =LDT670 (47)
2=LDT672 (48)
H31C15 3=LDT674 (49)
RMN 'H/ RMN "3C (ppm, CDCls)
RMN Grupos
LDT668 (41) LDT670 (47) LDT672 (48) LDT674 (49)
H R 7,20-7,42 7,31-7,47 7,26-7,33 7,21-7,33
r!!
*c 122,1-151,3  128,1-136,6  126,7-138,4 126,1-141,6
'H 3,95 3,92 3,89 3,93
13 ArOCH,
(& 56,2 56,1 56,1 56,1
*c ArCOOAr 164,5 165,9 166,2 166,4
» ~ 5,35 3.08/ 4,51 2,04-2,14 (m) /2,81 /
ArCOO(CH,),Ar 4,32
*c - 66,4 35,4 /65,3 30,6 / 32,5/ 64,0

Dando continuidade ao planejamento sintético, a sintese dos 2'-
hidroxiésteres foi realizada por duas metodologias: O-desmetilacdo — para o
derivado LDT668 (41) — e O-alquilagao regioespecifica com brometos de aralquila na
presenca de bicarbonato de sédio. Neste sentido, para a sintese do derivado
LDT660 (43), o 2-metdxiéster LDT668 (41) foi submetido ao mesmo protocolo de O-
desmetilagao realizado para a sintese da 2-hidréxiamida LDT644 (42), o qual foi
obtido como um sélido branco em rendimento de 98%.

OUS Q
o BBI’ /DCM 1M
DCM 0°C,2h
H31Cqs5 H31C1s

LDT668 (41) LDT660 (43)

Por sua vez, os derivado LDT662 (44), LDT664 (45) e LDT666 (46) foram
obtidos — como sélidos brancos e em rendimentos que variaram de 78% a 98% — a
partir da reacéo do acido LDT407 (32) com os respectivos brometos de aralquila na
presenca de bicarbonato de sodio.
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OH o OH o

n
OH Ph(CH,),Br, NaHCO; o n 1= LDT662 (44)
MeCN, Refluxo, 16 h ~ g = tgggg Ezg;
H31c15 H31C15

LDT380 (28)

O éster LDT660 (43) foi caracterizado pela auséncia de sinal referente ao
grupo metoxila em 3,95 ppm em RMN 'H (Anexos 53, pag. 53) e 56,2 em RMN *C
(Anexos 54, pags. 54), bem como pela evidencia do grupo hidroxila — em ligacéo de
hidrogénio intramolecular — como simpleto em 10,48 ppm em RMN 'H.
Adicionalmente, a absorcdo na regidao do infravermelho (Anexos 52, pags. 52) em
3430 cm™ referente ao grupo hidroxila corroborou para a elucidagdo estrutural do
éster-alvo.

Os 2-hidroxaralquilésteres 44, 45 e 46 foram caracterizados pela presenca
dos deslocamentos quimicos entre 2,13 ppm e 5,39 ppm e 6,71 ppm e 7,99 ppm em
RMN "H (Anexos 56, 59 e 62, pag. 56, 59 e 62) referentes aos grupos metilenos e
anéis aromaticos, confirmados pelos sinais entre 30,3 ppm € 66,9 ppm e 109,7 ppm
e 162,5 ppm nos espectros de RMN *C (Anexos 57, 60 e 63, pag. 57, 60 e 63).
Adicionalmente, os grupos hidroxila — em ligagdo intramolecular com a carbonila do
éster — foram evidenciados como simpletos entre 10,70 ppm e 10,80 ppm em RMN
'H. As absor¢des em torno de 3430 cm™ (Anexos 55, 58 e 61, pags. 55, 58 e 61)
corroboram a presenca da hidroxila fenélica na caracterizacdo desses compostos.
Um resumo dos principais sinais que caracterizam os 2-hidroxiésteres esta ilustrado

na Tabela 5.
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Tabela 5 — Principais deslocamentos quimicos de RMN 'H e RMN "3C para a caracterizacdo dos 2-
hidroxiésteres

OH O
n
(o MY 0 = LDT660 (43)
1=LDT662 (44)
2 =LDT664 (45)
H31C4s 3 =LDT666 (46)
RMN 'H / RMN "C (ppm, CDCl,)
RMN Grupos
LDT660 (43) LDT662(44) LDT664 (45) LDT666 (46)
H A 7,20-7,49 7,27-7,48 7,27-7,38 7,21-7,34
r!!
3c 121,9-150,5 128,4-135,7 126,9-137,8 126,3-141,1
*c ArCOOAr 169,1 165,6 170,3 170,4
'H -- 5,39 3,10/ 4,56 2,13/2,81/4,36
” ArCOO(CH,).Ar
C - 66,9 35,4/65,8 30,3/32,4/64,6

Diferentemente do procedimento de acetilacdo — com anidrido acético e
catalise de acido fosférico em forno de micro-ondas convencional — empregado para
os derivados LDT380 (28) e LDT381 (33), a metodologia para a obtencao dos 2-
acetoxiderivados foi realizada com cloreto de acetila na presenca de TEA em
diclorometano a temperatura ambiente. Os derivados LDT684 (50), LDT686 (51),
LDT688 (52) e LDT690 (53) foram obtidos como soélidos brancos em rendimentos
que variaram de 78% a 85%.

o

OH

o) )J\o 0
o n CH,COCI, TEA, DCM o n
0-25°C,16h
H31C15 H31C1s

n=0-3

Os grupos acetila dos 2-acetoxiésteres LDT684 (50), LDT686 (51),
LDT688 (52) e LDT690 (53) foram caracterizados pelos deslocamentos quimicos
que variaram entre 2,13 ppm e 2,35 em RMN 'H (Anexos 65, 68, 71 e 74, Pag. 65,
68, 71 e 74) e entre 20,90 ppm e 21,3 ppm em RMN *C (Anexos 66, 69, 72 e 75,
Pag. 66, 69, 72 e 75) referentes a metila. Os grupos carbonila foram assinalados por
meio do sinal entre 163,2 e 164,7 ppm em RMN '3C (Anexo 66, 69, 72 e 75, Pag. 66,
69, 72 e 75) referente a carbonila bem como as absorgcdes em 1763 cm™ e 1773 cm’
"nos espectros no infravermelho (Anexos 64, 67, 70 e 73, Pag. 64, 67, 70 e 73). Um
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resumo dos principais sinais que caracterizam os 2-acetoxiésteres esta ilustrado na
Tabela 6.

Tabela 6 — Principais deslocamentos quimicos de RMN 'He RMN ®C para a caracterizagédo dos 2-
acetoxiésteres

0o
)ko o
n
o~ n 0 = LDT684 (50)
1 = LDT686 (51)
2 =LDT688 (52)
H31C4s 3 =LDT690 (53)
RMN 'H/ RMN "3C (ppm, CDCl,)
RMN Grupos
LDT684 (50) LDT686 (51) LDT688 (52) LDT690 (53)
H R 7,16-7,46 7,36-7,44 7,25-7,37 7,18-7,34
r!!
B¢ 126,5-150,9 128,6-135,9  126,8-137,9 126,3-141,3
H 2,31 2,13 2,30 2,35
” ArOCOCH;
c 21,2 20,9 21,2 21,3
B¢ ArCOOAr 169,9 169,9 169,9 169,9
» ~ 5.30 3.06/ 449 2,03-2,13 (m) /2,77 /
ArCOO(CH,),Ar 4,30
B¢ - 67,0 35,4 /65,6 30,5/32,5/64,5

As caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo de todos os

compostos sintetizados estao ilustrados nas tabelas 7, 8 € 9.
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Tabela 7 — Caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo da série acetdxi, hidroxi e metoxiacidos ou metilésteres

98

Derivado W Y Rf (g'/\"mw:)l) FM R(‘f,z)"" pf.(C)  LogP (;'l_‘l’ %',34) (I;'l_‘l’ gi) pKa '(322’;\

LDT77 H H 0,73 (HeXagm:DCMagey) 332,52 CpHaOp 90 48,0500 9,51 - 846 83 37,3
LDT220  CHg H 0,55 (HeXsps:DCMsoey) 346,55  CpHeOs 80 39,0410 9,61 * 856  * 263
LDT380  H OH 0,67 (HexsonACOEtsp) 348,27  CpHaO; 89 91,9-93,9 * 648  -562 32 575
LDT407 CHs;  OH 0,51 (Hex1p.:DCMags) 362,55  CpHeOs 92 72,8-74.8 . 665 -571 42 465
LDT381 H CHs 0,57 (Hexsy,:DCMsgs,) 36255  CuHuOs 95 40,6-426 10,13 * 872 99 465
LDT382 OCH; OCH; 0,55 (Hexsp.:DCMsgs) 376,57  CuHuOs 92 31,5335 9,94 * 865 ** 355
LDT383  Ac OH 0,62 (HexspACOEtsy) 390,56  CoHiO, 80  103,4-1054 629 -511 36 636
LDT384 Ac  OCH; 0,67 (HeXeo/ACOEtys) 404,58  CpsHeOs 88 53,3-55,3 9,37 * 828  ** 526

* Nao calculado; ** Nao possui.
MM: Massa Molecular em g/mol. FM: Férmula Molecular. Rf: Fator de Retencéo. p.f. (°C): Ponto de Fusao. Rend. %: Rendimento.
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Tabela 8 — Caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo dos derivados da série dos derivados amidicos

LogS
Derivado W n Rf (g'/\"mw:)l) FM R(‘iz)"" pf.(C)  LogP (7p?l-|) pKa '(:22’;\
LDT644  H 0,48 (Hex0%ACOElgy) 423,68  CpoHuNO, 80 11561176 11,17 -909 72 493
LDT652  CHg 0 059 (HexXes/ACOEtay) 437,66  CnHuNO, 90 469489 1025 -947 137 383
LDT654  CHg 1 0,60 (HexaACOEtips) 451,68  CuHeNO, 93 50,8528 1066 -945 150 383
LDT656  CHs 2 062 (HexepACOEtygy) 46571 G, HoNO, 9 60,3623 1059 -9,97 147 383
LDT658  CHg 3 063 (HexgnAcOEtyy) 47974  CaHeNO, 89 565585 1120 -999 149 383

*Nao calculado.

MM: Massa Molecular em g/mol. FM: Férmula Molecular. Rf: Fator de Retencéo. p.f. (°C): Ponto de Fus&o. Rend. %: Rendimento.
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Tabela 9 — Caracteristicas quimicas, rendimentos e ponto de fusdo dos derivados da série dos derivados ésteres

LogS

Derivado W n Rf (g'/\"mw:)l) FM R(‘f,z)"" pf.(C)  LogP (7pg pKa '(DAS;;‘
LDT660  H 0 0,58 (HeXsp DCMeg) 42462 CroHNOy 98 371391 11,45 -964 88 465
LDTe62  H 0,52 (HexXsp DCMsge) 438,64  CoH,O, 98 401-421 11,91 -967 81 465
LDTe64  H > 0,50 (HeXsp DCMsge) 452,67  CogHuO, 82 42,9449 12,16 -995 80 465
LDTe66  H 3 0,49 (HexXspDCMsgr) 466,70 Gy H,Os 78 12,74 -996 81 465
LDT668 CH, O 0,58 (Hexzs,DCMysy) 438,64 CooH,NO, 81 474494 1122 -963 * 355
LDT670 CHs 1 0,40 (Hexs:DCMsgs) 452,67  GuHuOs 97 343363 11,71 -974  * 355
LDT672 CH, 2 0,47 (Hexs:DCMsgs) 466,70 Gy HyO, 82 36,8388 11,96 -1000 * 355
LDT674 CHs 3 0,51 (Hexs:DCMsgs) 480,72 GuHeO, 82 33,0350 1254 -10,30 ** 355
LDTes4  Ac 0 0,53 (HeXsp: DCMsge) 466,65  CoH,O, 85 62,4-644 10,78 -960  * 526
LDT6ss  Ac 1 0,46 (HexXsp: DCMsges) 480,68 Gy H,O, 81 451471 11,14 -981  * 526
LDTes8  Ac 2 0,33 (Hexs:DCMsgs) 49471 CuH.O. 78 411431 1139 -10,10 * 526
LDT690  Ac 3 0,47 (HeXsp DCMsge) 508,73  CagHesOs 79 415435 11,97 -1030 * 526

*Nao Calculado. **Nao possui. ***Composto liquido

MM: Massa Molecular em g/mol. FM: Férmula Molecular. Rf: Fator de Retencéo. p.f. (°C): Ponto de Fuséo. Rend. %: Rendimento.
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7.2 AVALIACAO IN VITRO

A avaliacao do perfil biol6égico dos compostos-alvo frente as enzimas p300
e GCNS5 foi realizada pelo grupo do Prof. Masoud Vedadi do Structural Genomics
Consortium (SGC) da Universidade de Toronto. Os derivados-alvo foram avaliados a

10, 30 and 100 uM, considerando experimentos em triplicata.

Avaliagdo Frente a Enzima p300

Para a primeira série de compostos — que compreende o &cido
isoanacéardico LDT380 (28), seu éster metilico LDT381 (33) e os respectivos
derivados metdxissubstituidos (LDT407 (32) e LDT382 (34)) e acetdxissubstituidos
(LDT383 (35) e LDT384 (36)) de ambos — foram realizados dois ensaios em
diferentes datas. Em concentracdo de triagem (screening) a 30 uM e 100 uM, os
derivados LDT380 (28), LDT383 (35), e LDT407 (32) apresentaram atividade
inibitéria da enzima p300 acima de 50%, enquanto os ésteres-derivados LDT381
(33), LDT382 (34) e LDT384 (36) perfil abaixo de 50% ou n&o foram capazes de
inibir a enzima. Para os derivados ativos foram determinadas as concentracoes

inibitorias (ICs) apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de ICso para os derivados 28, 32-36

W\o o  LDT380 (W=H,Y=OH)
LDT381 (W=H, Y=OCHx)
LDT382 (W=CHjz, Y=OCHz)
Y LDT383 (W=COCHjs, Y=OH)
LDT384 (W=COCHs, Y=OCHj)
Hy(Cys LDT407 (W=CHj, Y=0OH)
% %

. L L ICs ICs LogD LogS PSA
Derivado Inibicao Inibicao (M)’ (M)’ LogP (PH7.4) (pH7.) pKa A?)
p300° p300° M H phR/, phR/,

LDT380 (28) 82 90 51 27 9,96 6,48 -5,62 32 575
LDT383 (35) 75 80 11 34 9,09 6,23 -5,11 3,6 63,6
LDT407 (32) 62 95 14 33 9,39 6,45 -5,71 42 46,5
LDT381 (33) 10,13 - -8,72 9,9 465
LDT382 (34) 9,94 - -8,65 - 355
LDT384 (36) 9,37 - -8,28 - 526

a. 30 uM; b. 100 uM; c. 1,5 a 100 uM;
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Relacoes Estrutura-Atividade

Série 1 — Derivados do acido isoanacardico (LDT380, 28)

O LogS é o descritor relacionado a solubilidade (S, mol/L) de compostos
organicos em agua. Valores de LogS acima de -1 estdo associados a moléculas
polares que apresentam baixa permeabilidade a membrana na auséncia de
transporte ativo (SMITH, WATERBEEMD e WALKER, 2006; PEIXOTO, 2010). De
maneira geral, o0s compostos-alvo apresentaram baixa solubilidade em
concentracdes elevadas nas solugdes estoque e condicbes empregadas nos
experimentos. Esta caracteristica dificulta o estabelecimento de relagbes entre a
estrutrura quimica e a atividade bioldgica, uma vez que nao se pode afirmar que sédo
inativos, apenas nao tiveram seus perfis biol6gicos determinados. Os dados tedricos
referentes a solubilidade — obtidos pelo Programa Percepta/ACD Labs, versdo 2014
— revelaram que os derivados ativos LDT380 (28), LDT383 (35) e LDT407 (32)
apresentaram LogS entre -5,71 e -5,11 em pH 7,4. Do contrario, os ésteres-
derivados LDT381 (33), LDT382 (34) e LDT384 (36) apresentaram valores que
variaram entre -8,72 e -8,28 para este descritor. Neste contexto, observamos que os
derivados acidos apresentam solubilidade pelo menos mil vezes maior que o0s
derivados ésteres.

Outro parametro avaliado teoricamente foi a identificagao do percentual de
moléculas ionizadas, na forma de anién (carboxilato), a partir dos dados teéricos de
pKa em funcdo do pH dos experimentos estabelecido em 7,4. Neste sentido, os
valores de pKa (entre 3,2 e 4,2) apresentados pelos derivados LDT380 (28), LDT383
(35) e LDT407 (32) indicam que 99,9% de suas moléculas estardo na forma de ion

carboxilato (Figura 15).

OH pH 7.4
7

H3/Cq5 H31Cq5

Figura 15: fon carboxilato gerado em pH 7,4
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Considerando os aspectos farmacodinamicos, o grupo carboxilato pode
ser reconhecido pela biomacromolécula por meio de interagcdes ion-ion ou ion-
dipolo. Especificamente no caso da enzima p300, esta subunidade tende a interagir
com o aminoacido argina 1410 (R1410) — responsavel pelo reconhecimento de um a
dois ions fosfato da Acetil-CoA — por interagcdes do tipo ion-ion (anion-cétion) ou ion-
dipolo (anion-dipolo positivo) (Figura 16). Esses tipos de reconhecimentos
moleculares encontrados para os acidos nao sao possiveis para os ésteres, 0s quais
podem ser reconhecidos pelo alvo por meio de interagbes ion-dipolo (dipolo
negativo-cation) ou dipolo-dipolo (ligagdo de hidrogénio). Considerando que a
presenca do grupo carboxilato é essencial para a observacdo do perfil inibitorio
frente a p300, esta subunidade é considerada como grupo farmacoférico para esta
classe de compostos.

Figura 16: Sitio ativo da p300 com Acetil-CoA
Fonte: Adaptado de PDB, Launch RCSB - Ligand Explorer 4PZR

A atividade dos derivados acidos frente a enzima p300 pode ainda ser
modulada pelo padréo de substituicdo na hidroxila fendlica destes compostos. Desta
forma LDT380 (28) — que apresenta sistema salicilico com ligacdo de hidrogénio
intramolecular — e seus derivados metoxila LDT407 (32) e acetoxila LDT383 (35)
podem ser reconhecidos pelo aminoacido R1410 por meio de interacées ion-dipolo e
dipolo-dipolo a partir de seus dipolos negativos ou grupos aceptores de ligacado de
hidrogénio (ALH).

A area de superficie polar (PSA) esta relacionada aos atomos capazes de
realizar interacoes polares e baseada no somatorio das superficies destes atomos,
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particularmente oxigénio e nitrogénio. Valores de PSA menores que 70 A? sdo
considerados ideais para farmacos administrados por via oral. Os derivados ativos
LDT380 (28), LDT383 (35) e LDT407 (32) apresentaram valores de PSA entre 46,5
A? e 63,6 A% e, portanto, atendem a este critério. Entretanto, a racionalizagdo da
participacdo deste descritor no perfil de atividade necessita de novos ensaios em
face dos valores contrastante de ICso nos experimentos realizados.

Séries 2 e 3 — Aralquilamidas e Aralquilésteres

As amidas e ésteres que compdem os compostos das séries 2 e 3 (Figura
17) — assim como os ésteres da série 1 — foram inativos ou apresentaram percentual
de inibicdo maximo de 10% a 100 uM. Considerando que estes compostos nao
formam espécies anionicas no pH dos experimentos, estes resultados corroboram a
relevancia da subunidade carboxila — na forma de ion carboxilato — como grupo
farmacoforico, reforcando a presenca de interacées do tipo ion-ion ou ion-dipolo
entre o ligante e aminoacidos complementares no sitio ativo da p300.

w Y n
H NH 0 LDT644 (42)
CHs NH 0 LDT652(37)
CHs, NH 1  LDT654(38)
CHs NH 2  LDT656 (39)
CH, NH 3  LDT658 (40)
W\o o H o 0  LDT660 (43)
H o 1 LDT662 (44)
H O 2 LDT664 (45)
Yy~ oo H O 3  LDT666 (46)
CH, O 0 LDT668 (41)
HaiCos CHs, o 1 LDT670 (47)
CHs, O 2 LDT672(48)
CHs O 3 LDT674 (49)
COCH; O 0  LDT684 (50)
COCH; O 1 LDT686 (51)
COCH; O 2  LDT688 (52)
COCH; O 3  LDT690 (53)

Figura 17. Compostos amidicos e ésteres das séries 2 e 3.

Os valores de LogS — que refletem a baixa solubilidade destes compostos
— aliados aos elevados valores de LogP — entre 10,25 e 11,20 para as amidas e
10,78 e 12,74 para os ésteres — sugerem que estes derivados devem interagir
primariamente com regides hidrofébicas da enzima. Do contrario, a existéncia do ion
carboxilato em LDT380 (28), LDT383 (35), e LDT407 (32), diminui a hidrofobicidade
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destes compostos, refletida pelo descritor LogD- .4 — indicador do comportamento de

compostos na biofase aquosa — com valores entre 6,23 e 6,48.
Comparacdo com os Derivados Ativos do Acido Anacardico (ALVES, 2015)

A série dos derivados do acido isoanacéardico (LDT380, 28) foi planejada
com o objetivo de verificar a influéncia do grupo carboxilico na posicao para a cadeia
pentadecila — menor empedimento estérico — em comparacao ao perfil inibitério do
acido anacardico (LDT11, 1) e seus derivados (Figura 18) desenvolvidos por Alves
(2015).

(0]
OH O )ko o} o o}
OH OH OH
C15Ha31 C15Haq C15Haq
LDT11 (1) LDT13 (54) LDT30 (55)
Acido Anacadico (15:0)
0
OH O )ko o o o}
OH OH OH
H31C5 H3/Cy5 H31Cys
LDT380 (28) LDT383 (35) LDT407 (32)

Figura 18: Derivado ativos dos &cidos anacardico e isoanacardico

A principal diferenca observada entre os regioisbmeros foi a menor
solubilidade dos derivados do &cido isoanacardico, tanto nos procedimentos de
sintese, purificacdo e obtencdo dos espectros de RMN, quanto nos experimentos
frente a enzima p300. Neste caso, o perfil de atividade dos compostos podera ser
influenciado por esta propriedade.

Considerando os valores de ICsq referentes ao perfil inibitério frente a p300
(Tabela 11), os derivados ativos das séries analogas apresentaram atividades
semelhantes, independente do acesso ao ion carboxilato pela enzima e perfil de
solubilidade dos compostos.



Tabela 11 - Valores de IC5o para derivados dos acidos anacérdico e isoanacérdico frente a p300

Derivado  ICs (MM)° ICs (WM)°  Derivado  ICso (M) ICso (UM)®
LDT380 (28) 51 27 LDT11 (1) - 21
LDT383 (35) 13 34 LDT13 (54) 13 20
LDT407 (32) 14 33 LDT30 (55) - 15

1

a. 1° experimento (1,5 a 100 uM); b. 2° experimento (1,5 a 100 uM);

Avaliagdo Frente a Enzima GCN5L2
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Os derivados da primeira série foram avaliados frente a enzima GCN5 a

100 uM. Semelhante aos resultados encontrados para p300, os derivados LDT380
(28), LDT383 (35), e LDT407 (32) apresentaram atividade inibitéria da enzima
superior a 50%. Por sua vez, os ésteres-derivados LDT381 (33), LDT382 (34) e
LDT384 (36) apresentaram perfil inibitorio inferior a 50%. Para os derivados ativos

foram determinadas as concentracoes inibitérias (ICso) apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Valores de 1Cso para os derivados 28, 32-36

~o o LDT380 (W=H, Y=OH)
LDT381 (W=H, Y=OCHj)
LDT382 (W=CHjz, Y=OCHz)
Y LDT383 (W=COCHjs, Y=OH)
LDT384 (W=COCHj, Y=OCHz)
Hy(Cys LDT407 (W=CHj, Y=0OH)
% %

. L L ICs LogD LogS PSA
Derivado Inibicao Inibicao (M)’ LogP (PH7.4) (pH7.) pKa (A?)
GCN5® GCNs® S
LDT380 (28) 55 95 61 9,96 6,48 -5,62 32 575
LDT383 (35) 65 90 48 9,09 6,23 -5,11 3,6 63,6
LDT407 (32) 72 95 25 9,39 6,45 -5,71 42 46,5
LDT381 (33) - - -- 10,13 -- -8,72 9,9 46,5
LDT382 (34) - - - 9,94 -- -8,65 - 355
LDT384 (36) -- - - 9,37 - -8,28 - 526

a. 30 uM; b. 100 uM; c. 1,5 a 100 uM;



107

Relacoes Estrutura-Atividade

Série 1 — Derivados do acido isoanacardico (LDT380, 28)

A analise da relacao entre a estrutura e as propriedades dos derivados —
baseadas nos descritores LogS, PSA, LogP e LogD — ja foi descrita anteriormente
para a enzima p300, e, da mesma forma, ndo foram estabelecidas correlagdes com
estes parametros fisico-quimicos.

Entretanto, vale destacar que a utlilizacdo de pH 9,5 nos experimentos
tem implicagbes nas espécies ionizadas bem como na estabilidade dos derivados
acetilados. Neste sentido, LDT383 (35) pode sofrer hidrélise no meio reacional
transformando-se em LDT380 (28). Este por sua vez, além de ter 99,99% de suas
moléculas na forma de ion carboxilato, podera apresentar-se na forma de dianion
com formacéao do ion fenolato. Se considerarmos o pKa para o grupo fenol em torno
de 10, 75% das moléculas estardo na forma dianiénica (Figura 19).

OH (0]

H31Cq5 H31Cq5

Figura 19: ions carboxilato e fenolato gerados em pH 9,5

De acordo com os dados do Protein Data Bank (PDB) para p300 (4PZR) e
GCN5 (1Z4R) cristalizadas com Acetil-CoA (Figura 20), o sitio de reconhecimento
molecular das enzimas diferem particularmente pela substituicdo do residuo de
arginina 1410 pelo de lisina 624 bem como pelas interacdes via cadeia lateral (p300)
e backbone (GCNS).
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Figura 20: Sitio ativo da GCN5 com Acetil-CoA
Fonte: Adaptado de PDB, Launch RCSB - Ligand Explorer 1Z4R

No caso da enzima p300, dois ions fosfatos da Ac-CoA podem ser
reconhecidos pela R1410 por meio de interacbes ion-ion ou ion-dipolo. O terceiro
ion fosfato — que faz ligacdo com o acido pantoténico — além de interagir com
R1410, é reconhecido pelos residuos W1466 e T1411 via ligacao de hidrogénio. Por
sua vez, sitio ativo da GCNS5, o ion fosfato ligado a ribose da Ac-CoA — o primeiro
dos trés — interage com o residuo K624 por interagdo ion-ion, enquanto o terceito
ion fosfato € reconhecido pelos residuos de valina 587 e glicina 589, qua ainda
revela uma regiao de reconhecimento hidrofébico na enzima.

Os grupos carboxilato e fenolato em LDT380 (28) podem mimetizar as
interacdes dos ions fosfatos, sendo, portanto, reconhecidos pela GCN5 de forma
similar a Ac-CoA. Por sua vez, o 2-metoxiacido LDT407 (32) — que possui apenas
um anion: ion carboxilato — pode ser reconhecido pela K624 (ion-ion), enquanto o
grupo metoxila (ALH) apresenta complementaridade com os residuos V587 e G589
via interagdes hidrofébicas além da ligagdo de hidrogénio com o backbone destes
aminoacidos. Adicionalmente, ainda que o derivado 2-hidroxiéster LDT381 (33)
possa formar o ion fenolato nas condigcdes experimentais (pH 9,5), este anion nao é
suficiente para inibir a enzima. Desta forma, os resultados confirmam que o grupo

carboxilato é farmacoférico para a atividade frente a GCNS.
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Séries 2 e 3 — Aralquilamidas e Aralquilésteres

As amidas e ésteres que compdem os compostos das séries 2 e 3 (Figura
17) — assim como os ésteres da série 1 — apresentaram percentual de inibicao
maximo entre 5% e 10% a 30 yM e foram inativos ou ativadores da enzima a 100
MM. A auséncia do ion carboxilato e a inclusdo de grupos aromaticos e hidrofébicos
favorecem interagées com regides similares da enzima, sem interferéncia na sua

atividade acetiladora.
Comparacio com os Derivados Ativos do Acido Anacardico

Considerando os valores de ICso referentes ao perfil inibitério frente a
GCNS5 (Tabela 13), os derivados ativos da série do acido anacéardico apresentaram
ligeira melhor atividade que os regioanalogos. Esta diferenca pode estar relacionada

a menor solubilidade destes compostos, especialmente a 100 uM.

Tabela 13 - Valores de IC5o para derivados dos acidos anacérdico e isoanacardico frente a GCN5

Derivado Estrutura ICso (MM)?  Derivado Estrutura  ICs (MM)?

OH [¢] OH o

LDT380 (28) OH 61 LDT11 (1) o 12

H34Cy5 Ci5Haq

Q

o]

/u\o o) )J\O o
LDT383 (35) 48 LDT13 (54) 10
OH OH
H31Cq5 Ci5H3q
~o o S o
LDT407 (32) OH 25 LDT30 (55) OH 5

s

H31C1s5

a. 1,5a 100 pM;

CisH34
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram sintetizados 25 derivados tendo como produto de
partida o cardanol saturado (LDT10, 29) visando a obtencao do acido isoanacardico
(LDT380, 28) e derivados. As compostos foram obtidos utilizando reagdes classicas
i.e. formilacdo regioespecifica, O-alquilacdo e O-desalquilacdo, acetilagao,
esterificacdo e amidagao por meio de aquecimento convencional ou radiacdo micro-
ondas, em rendimentos que variaram de 78% a 98%, cujas estruturas foram
elucidadas por espectroscopias de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono-13 e no infravermelho.

A avaliagdo da atividade inibitoria in vitro dos compostos-alvo frente a
enzima p300 revelou que os derivados acidos LDT380 (28), LDT383 (35) e LDT407
(32) inibiram a atividade enzimatica entre 62% e 82% a 30 pM, e entre 80% e 95% a
100 pM. Para estes compostos foram determinados diferentes valores de 1Csy em
dois experimentos: 51,0 yM e 27,0 uM (17); 11,0 uM e 34,0 uM (21); e 14,0 uM e
33,0 uM (18). A auséncia de atividade para as aralquilamidas e aralquilésteres pode
estar relacionada a baixa solubilidade do compostos nas condi¢des experimentais
empregadas.

As relacdes entre a estrutura quimica e atividade bioldgica — baseadas
nos dados fisico-quimicos teéricos de logS, logP e logD — revelaram a importancia
das subunidades polares para o reconhecimento molecular pela enzima. Desta
forma, a menor hidrofobicidade dos derivados LDT380 (28), LDT383 (35) e LDT407
(32), regidos pelo LogD, distingue os derivados ativos dos inativos.

O reconhecimento molecular pelo sitio ativo da enzima foi relacionado as
interacdes do ion carboxilato com o residuo R1410 da p300 por interacoes do tipo
ion-ion (anion-cation) ou ion-dipolo (anion-dipolo positivo); enquanto os substituintes
hidroxila, metoxila e acetoxila na posicdo 2 dos derivados ativos podem ser
reconhecidos pelo amino4cido R1410 por meio de interagbes ion-dipolo e dipolo-
dipolo a partir de seus dipolos negativos ou grupos aceptores de ligacdo de
hidrogénio (ALH).

A comparagdo entre as atividades inibitérias para as séries

regioisoméricas revelou que o0s compostos apresentam perfis semelhantes,
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independente do acesso ao ion carboxilato pela enzima e solubilidade dos
compostos.

A avaliagdo da atividade inibitoria in vitro dos compostos-alvo frente a
enzima GCNS5 revelou que os derivados acidos LDT380 (28), LDT383 (35) e LDT407
(32) inibiram a atividade enzimética entre 55% e 72% a 30 pM, e entre 90% e 95% a
100 pM. Para estes compostos foram determinados os valores de 1Csp: 61,0 uM (28);
48,0 uM (35); e 25,0 uM (32). As amidas e ésteres (séries 2 e 3) apresentaram
percentual de inibicdo maximo entre 5% e 10% a 30 uM e foram inativos ou
ativadores da enzima a 100 pM.

Diferentemente das condi¢cbes experimentais empregadas para os estudos
frente a p300, a utilizacdo de pH 9,5 altera a estabilidade dos derivados acetilados
bem como possibilita a presenga de carboxilatos e fenolatos (espécies dianidnicas)
em torno de 75% das moléculas estudadas.

Nossos pressupostos tedricos sugerem que o derivado LDT380 (28) sera
reconhecido pelo residuo K624 por interacao ion-ion, bem como pelo backbone de
V587 e G589 por interacbes do tipo ion-dipolo. Para o derivado monoaniénico
LDT407 (32), os residuos V587 e G589 podem reconhecer a subunidade 2-metoxila
por interacdes hidrofébicas complementares a ligagdo de hidrogénio com o
backbone destes aminoacidos, além da interacao eletrostatica com K624.

Como perspectivas para este trabalho estdo a confirmacao dos resultados
por meio de estudos ortogonais, determinagcdo do mecanismo de acao baseado na
cinética de inibicao, avaliagao in vitro e posteriormente in vivo quanto a modulacao
da atividade NF-kB, avaliagdo in vivo das séries das amidas e ésteres para
confirmagdo do perfil anti-inflamatério, planejamento de novos derivados e

otimizagdo das metodologias sintéticas.
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