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RESUMO

BEZERRA, Anna Rayk Guimardes Bezerra. Sintese e Avaliagao de Novos
Agonistas PPAR Planejados a Partir do Acido Anacardico Saturado.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Saude

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2023.

Os receptores ativados de proliferadores peroxissomais (PPAR) — pertencentes
a subfamilia de receptores nucleares — desempenham diversas fun¢des no
organismo, como proliferagéo e a diferenciacédo celular, sinalizagdo de acidos
graxos (AG) e eicosanoides, formacado Ossea, reparagdo e remodelacdo de
tecidos, sensibilidade a insulina, metabolismo de glicose e lipideos. Em
particular, os agonistas PPARa e PPARYy estimulam a captagdo de acidos
graxos, oxidagao de lipideos e a sensibilidade a insulina no figado. Este estudo
descreve o desenvolvimento se novos ligantes PPAR a partir do &acido
anacardico saturado, incluindo planejamento, sintese e avaliagdo. Assim,
utilizando a estratégia de modificagdes estruturais na subunidade salicilica do
acido anacardico saturado foram sintetizados 3 intermediarios e 6 derivados-alvo
em rendimentos que variaram de 55 % a 97 % e caracterizados por ressonancia
magnética nuclear (RMN). A avaliacdo da ativagdo de PPAR humanos por meio
de ensaio gene reporter demonstraram que os derivados-alvo contendo a
subunidade acida atuam como agonistas parcial e dual com valores de ativagéo
de ECso na faixa micromolar. O estudo de relagdes estrutura-atividade (REA)
para a série 2-ariloxietanoica revelou que em relacédo ao analogo LDT16 (27)
(hPPARa ECsp 1,1 uM; hPPARa ECso 3,7 uM; hPPARB/® ECso 10 uM), LDT458
(37, subunidade 2-hidroximetila) e LDT461 (38, subunidade 2-carbometoxila)
respectivamente modularam os perfis agonistas de forma negativa né&o
significativa (estratégia bem tolerada) e significativa (estratégia tolerada) para
PPARa; e de forma negativa n&o significativa (estratégia bem tolerada) para
PPARYy. Para a série 2-ariloximetilpropanoica, considerando o analogo LDT409
(28) (hPPARa ECso 0,5 uM; hPPARa ECso 0,9 uM; hPPARB/® ECso 37 M),
LDT469 (40) (subunidade 2-carbometoxila) modulou o perfil de forma negativa
significativa para PPARa (estratégia tolerada) e negativa muito significativa
(estratégia pouco tolerada) para PPARYy. Por fim, os derivados acidos LDT458
(37), LDT461 (38) e LDT469 (40) modularam o perfil agonista de forma
farmacoforica negativa (estratégia deletéria) para PPAR[B/6.

Palavras-chave: Doenca Hepatica Esteatdética Associada a Disfuncao
Metabolica (DHEADM); Agonistas PPAR; LCC; Acido Anacardico Saturado.



ABSTRAT

BEZERRA, Anna Rayk Guimaraes Bezerra. Synthesis and Evaluation of New
PPAR Agonists Designed from Saturated Anacardic Acid. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Saude Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2023.

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) — belonging to the subfamily
of nuclear receptors — perform diverse functions in the body, such as cell
proliferation and differentiation, fatty acid (FA) and eicosanoid signaling, bone
formation, tissue repair and remodeling, sensitivity insulin, glucose, and lipid
metabolism. In particular, PPARa and PPARy agonists stimulate fatty acid
uptake, lipid oxidation, and insulin sensitivity in the liver. This study describes the
development of new PPAR ligands from saturated anacardic acid, including
design, synthesis, and evaluation. Thus, using the strategy of structural
modifications in the salicylic subunit of saturated anacardic acid, 3 intermediates,
and 6 target derivatives were synthesized in yields ranging from 55 % to 97 %
and characterized by nuclear magnetic resonance (NMR). Assessment of human
PPAR activation through reporter gene assay demonstrated that target
derivatives containing the acidic subunit act as partial and dual agonists with
ECS50 activation values in the micromolar range. The study of structure-activity
relationships (REA) for the 2-aryloxytanoic series revealed that concerning the
LDT16 analogue (27) (hPPARa ECso 1.1 pM; hPPARa ECso 3.7 uM; hPPARB/d
ECso 10 pM), LDT458 (37, 2-hydroxymethyl subunit) and LDT461 (38, 2-
carbomethoxy subunit) respectively modulated the agonist profiles in a non-
significant (well-tolerated strategy) and significant (tolerated strategy) negative
way for PPARa; and in a non-significant negative way (well-tolerated strategy) for
PPARy. For the 2-aryloxymethylpropanoic series, considering the analogue
LDT409 (28) (hPPARa ECso 0.5 uM; hPPARa ECsp 0.9 uM; hPPARB/S ECso 37
uM), LDT469 (40) (2-carbomethoxyl subunit) modulated the profile significantly
negative for PPARa (tolerated strategy) and very significantly negative (poorly
tolerated strategy) for PPARy. Finally, the acidic derivatives LDT458 (37),
LDT461 (38), and LDT469 (40) modulated the agonist profile in a negative
pharmacophoric way (deleterious strategy) for PPAR[B/5..

Keywords: Metabolic Dysfunction-associated Steatotic Liver Disease (MASLD);
PPAR Agonists; CNSL; Saturated Anacardic Acid.
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1. INTRODUGAO

A doenga hepatica esteatética crbnica associada a disfungdo metabolica
(DHEADM), acomete cerca de 25 a 30% da populagdo mundial. Dentre os fatores de
risco relacionados a esse evento estd o sedentarismo, a obesidade, a diabetes
mellitus do tipo I, bem como dislipidemia, fatores genéticos e a sindrome metabdlica
tornando-a umas das doengas mais comuns atualmente (GRATTAGLIANO et al.,
2021; SUN et al., 2023).

A condic¢do ocorre pelo acumulo de gordura no figado, que por sua vez, gera
prejuizo a funcionalidade mitocondrial por afetar a cadeia de transporte de elétrons
com diminui¢do da B-oxidagao dos acidos graxos livres, criando espécies reativas de
oxigénio (ROS) e peroxidagao lipidica. O resultado é a fragilidade celular com risco de
necroinflamacgao, fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular. Além disso, existe a
correlagao entre a DHEADM e o0 aumento do risco de doencga cardiovascular mesmo
na auséncia de diabetes, hipertensédo e obesidade (DI CIAULA et al., 2021; ANSARI
et al., 2022).

Os tratamentos para a DHEADM, preventivos ou reversivos, envolvem a
modificagdo do estilo de vida para diminuir os fatores de risco renais e metabdlicos
adjacentes e uso de medicamentos que atuam direta e indiretamente sobre o
metabolismo da glicose e lipideos. Dentre eles encontram-se os agonistas do receptor
do peptideo semelhante a glucagon-1 (GLP-1), liraglutida e semaglutida, os inibidores
de SGLT2 e as estatinas que exercem efeitos positivos sobre a esteatose hepatica e
necroinflamacado — efeitos clinicamente favoraveis para pacientes acometidos por
doencga cardiovascular e renal. Ademais, as estatinas também contribuem para a
diminuicdo do risco de eventos cardiovasculares fatais nos pacientes que nao
realizam dialise (SUN et al., 2023).

Porém a sindrome metabdlica caracterizada por hiperglicemia, dislipidemia,
hipertensdo e resisténcia a insulina — é um fator de risco a DHEADM, pois os
metabolitos dos acidos graxos provocam lesdes nos hepatdcitos através do estresse
do reticulo endoplasmatico (RE), inflamagéao e apoptose, que associada a contribuicdo
da obesidade resulta em morte celular, esteatose e fibrose hepatica. Varios agonistas

PPAR tem demonstrado melhoras relacionadas a DHEADM por reduzirem o
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triacilglicerol, esteatose hepatica, inflamagao e os impactos da obesidade (DIXON et
al., 2021; CHE et al., 2022; TAVARES et al., 2023). Eles participam da modulagao e
na transcricdo dos genes envolvidos em diferentes atividades bioldgicas, tais como
processos inflamatorios, atividade redox, sensibilizagdo a insulina, protegdo neuronal
e regulacdo da funcdo mitocondrial, dentre outras (LAMICHANE; LAMISHANE;
KWON, 2018; BEHL et al., 2021).

Dentre os medicamentos utilizados, os fibratos, agonistas PPARa, agem no
metabolismo lipidico e redugédo dos niveis de triglicerideos e colesterol. Beneficiam
casos de hipertrigliceridemia e DHEADM ao diminuir o risco de complicagdes
cardiovasculares, reducao da inflamacao e da fibrose hepatica, aumentando também
a capacidade oxidativa nos adipécitos (TAVARES et al., 2023).

As glitazonas sdo usadas no tratamento da diabetes mellitus tipo 2, conhecidas
como tiazolidinedionas (TZD) — pioglitazona, troglitazona e rosiglitazona — agem como
agonistas seletivos dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma-gama
(PPARYy), melhoram a sensibilidade a insulina e aumento da captagcéo da glicose,
reduzindo assim a glicemia. Adicionalmente, diminuem a inflamagdo e a fibrose
hepatica, pois ao reduzir a resisténcia a insulina no figado, atenuam a producéo e a
liberag&o de acidos graxos livres, modulando citocinas e mediadores pré-inflamatdérios
(TUFANO; PINNA, 2020; MUELLER et al., 2021; SHOLA-DARE et al., 2021;). Por
regularem a transcricdo, metabolismo lipidico, termogénese, diferenciagao celular,
processo de mielinizagdo e biogénese mitocondrial, tornam-se alvo terapéutico de
interesse (JUSTIN et al., 2020; WOJTOWICZ et al., 2020; DURAI et al., 2022; GIGLIO
et al., 2022).

O uso de fontes alternativas baratas e sustentaveis para pesquisas de novos
farmacos, favorece a investigagdo dos produtos derivados do liquido da castanha de
caju (LCC). Neste sentido, agonistas PPAR planejados a partir dos derivados do LCC
saturados com cadeia alquilica pentadecilica possuem caracteristicas relevantes para
o reconhecimento hidrofébico por residuos complementares nos sitios de
reconhecimento molecular dos receptores-alvo (FERREIRA 2014; SALEHI et al.,
2019; SAHIN et al., 2022). Descrevemos neste trabalho a sintese e avaliagédo da

ativacao de receptores PPAR visando a otimizacdo do Composto-Protétipo LDT409.
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1.1. RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES PEROXISSOMAIS
(PPAR) E MECANISMO DE ATIVACAO

Os receptores ativados de proliferadores peroxissomais (PPAR) sdo uma
subfamilia de receptores nucleares dependentes de ligantes diferenciados em trés
isotipos, codificados por genes diferentes: PPARa (NR1C1), PPARB/® (NR1C2) e
PPARy (NR1C3). Os PPAR Desempenham diversas fungdes no organismo, como
proliferacdo e a diferenciagdo celular, sinalizagdo de acidos graxos (AG) e
eicosanoides, formacao 6ssea, reparacido e remodelagao de tecidos, sensibilidade a
insulina, metabolismo de glicose e lipideos (KHAN et al., 2019; DUSZKA et al., 2020;
ORELLANA et al., 2020; ENAYATI et al., 2022).

O PPARa regula o catabolismo lipidico, incluindo a hidrdlise de triglicerideos,
transporte de acidos graxos e [3-oxidagéo, além de atuar sobre a cetogénese e ter
efeito anti-inflamatorio e antifibrinogénio. Encontrados no figado, musculo esquelético,
coracao, rim, cérebro, mucosa intestinal, olhos e tecido adiposo, PPARa ¢ ativo tanto
em jejum quanto em estado alimentado (ESCADON et al., 2021; BOECKMANS et al.,
2020; LANGE et al., 2022).

No caso do PPARB/® ha a melhora da sensibilidade da insulina, redugéo da
obesidade e regulagdo do metabolismo hepatico da glicose e dos acidos graxos,
desempenhando papel importante na homeostase energética do figado, na
manutencao da capacidade oxidativa do musculo esquelético e mediagao da resposta
adaptativa ao exercicio, aumentando a biogénese mitocondrial, a oxidagédo de acidos
graxos e o uso de glicose. Os PPARB/d podem ser encontrados no figado, coragao,
musculo esquelético, cérebro, placenta, tecido adiposo, intestino delgado,
queratindcitos e olho (ESCADON et al., 2021; BOECKMANS et al., 2020; LANGE et
al., 2022).

Ja o PPARYy - diferenciados em PPARy1 e PPARy2 — atuam na adipogénese
e na absorcdo/gasto de acidos graxos no tecido adiposo, aumentando assim a
sensibilidade a insulina e os niveis de adiponectina. Ademais, também possuem
propriedades anti-inflamatdrias, atuando através da modulagdo da polarizagao de
macrofagos e da atenuacgdo da via NF-kB. Os PPARYy estéo distribuidos no figado,

tecido adiposo, coragdo, medula Ossea, pancreas, pulmao, placenta, musculo
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esquelético, olhos e rins (ESCADON et al., 2021; BOECKMANS et al., 2020; LANGE
et al., 2022).

Os PPAR possuem a capacidade de formar heterodimeros com o receptor
retinoide X (RXR) resultando na ligagcado aos promotores dos genes-alvo através dos
elementos de resposta e promotores alvo (PPRES). Dessa forma, os receptores
atuam como fatores de transcricdo modulando a atividade génica e desencadeando a
resposta bioldgica especifica (FERRET-SENA et al., 2018; WOJTOWICZ et al., 2020;
WAGNER; WAGNER, 2022).

A estrutura tridimensional (Figura 1) € composta por quatro dominios: o primeiro
A/B, contém funcado de ativagédo independente do ligante 1 (AF-1) responsavel pela
transcrigdo. Um segundo dominio C, €& responsavel pela ligagdo ao acido
desoxirribonucleico (DNA) e se liga aos elementos de resposta do proliferador de
peroxissoma (PPRE). O dominio D, o terceiro, controla a capacidade do receptor de
interagir com o DNA e com o correpressor. E por fim, o dominio E/F carboxiterminal
faz a interagdo com o ligante (LBD) que possui bolsa de ligagao ao ligante (LBP). Essa
funcdo de ativacdo é dependente do ligante (AF-2) e outra regido para a
heterodimerizacdo com o receptor X retinoide (RXR) (SAGHEDDU et al., 2021;
SANJAY et al., 2021).

Figura 1: Estrutura molecular dos dominios dos receptores nucleares (PPARS).

DBD LBD
— —_—
N-terminal  A/B C D E/F C- terminal
Dominio Funcional ‘ l |
Ativa a fungéo de Dominio de ligagao
transcrigdo dos co-ativadores
(FA-1) $
Dominio de ligagao Dominio carboxiterminal
dos PPRE de ligagao e ativagdo da
fungao FA-2

Fonte: Adaptado de SAGHEDDU et al., 2021 e SANJAY et al., 2021.
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Todos os PPAR possuem estrutura semelhante para a ativacao (Figura 2). O
dominio de ligacdo LBD possui carater polar com a presenga de residuo de
aminoacido (aa) hidrofilico no primeiro brago, responsavel pela ligacao do ligante. Os
dois bragos restantes sdo residuos de aa hidrofébicos (KORBECKI et al., 2019;
ESCANDON et al., 2021). Ao interagir com ligantes anfifilicos com subunidade polar,
como os acidos graxos (AG), os bragos com residuos hidrofobicos LBD estabilizam o
ligante. Os AG com quatorze (14) até dezoito (18) atomos de carbono ativam o PPAR,;
porém AG com vinte (20) ou mais atomos de carbono nao ativam o PPAR. Outro fator
importante para a ativagao € a presenga de ligagdes duplas que tornam a conformacéo
mais favoravel para corresponder ao LBD do que os AG saturados (KHAN et al., 2019;
KORBECKI et al., 2019; CHRISTOFIDES et al., 2021).

Figura 2: Mecanismo de ativacdo da expressao do PPAR resultando em multiplas vias regulatérias.
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. Vo -
f\ N f Metabolismo de carboidratos
4 N Metabolismo lipidico

regidao do gene PPREs Gliconeogénese
1 Adipogénese
T Expresséo de genes metabdlicos

Fonte: Adaptado de ESCADON et al., 2021.
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1.2.  PPAR COMO ALVOS TERAPEUTICOS NA DHEADM

Alguns autores consideram a DHEADM como a manifestacdo hepatica da
sindrome metabdlica em que a sobrecarga lipidica advinda do aumento do influxo de
acidos graxos, por causa da resisténcia a insulina no tecido adiposo, resulta em
hepatdcitos metabolicamente estressados com ativagdo da morte celular e vias de
sinalizagao pro-inflamatorias (TRAUNER; FUCHS, 2022).

E importante salientar que o mecanismo subjacente ao desenvolvimento da
DHEADM nao é totalmente elucidado, porém, o modelo que envolve as multiplas
ocorréncias possui diversos estressores que incluem lipotoxicidade, estresse do
reticulo endoplasmatico, disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo, endotoxinas
intestinais e microbiota, essa sobrecarga lipidica leva a lipotoxicidade, inflamacao,
estresse oxidativo e fibrose. Logo os tratamentos farmacolégicos disponiveis incluem
medicamentos antidiabéticos, antilipidémicos e acidos biliares naturais (NASSIR,
2022).

Estudos tem demonstrado uma relacdo entre sindrome metabdlica e a
DHEADM, uma vez que a desregulacdo do PPAR hepaticos, como PPARaq, esta
relacionado ao aumento da resisténcia a insulina e a gravidade da DHEADM, bem
como, por meio de correlagdo negativa, com os niveis de adiponectina e adipocinas
anti-inflamatéria com o aumento da obesidade visceral. Além disso, tanto em humanos
quanto em camundongos dietas ricas em gordura tendem a diminuir os niveis
hepaticos de PPARd, acompanhada por diminuigdo na quantidade de lipoproteina de
baixa densidade (VLDL) e esteatose hepatica grave (LI; WALG; KLAUNING, 2018;
BOELMANS et al., 2020).

1.2.1 Agonistas de PPARa: Fibratos

Os fibratos s&o agonistas PPARa usados no tratamento de dislipidemias.
Quando ativam o receptor presente nas células do figado aumentam a atividade das
enzimas envolvidas no metabolismo lipidico, o que leva a diminuicado dos niveis de
triglicerideos no sangue e aumento do HDL, impactando também sobre o risco
cardiovascular (KIM; KIM, 2020).
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No caso da DHEADM, os fibratos sédo eficazes na reducdo dos niveis de
triglicerideos no sague, pois diminuem o acumulo de gordura no figado e modulam a
inflamacgéao, além de melhorar a sensibilidade a insulina. Estes medicamentos s&o os
mais usados no tratamento de hipertrigliceridemia por controlarem o metabolismo
lipidico, através da redugao dos niveis de TG e aumento do HDLc, todavia devido a
sua toxicidade hepatica e renal, bem como a miopatia e colelitiase seu uso clinico é
restrito. Bezafibrato (1), ciprofibrato (2), clorofibrato (3), fenofibrato (4), genfibrozila (5)
e pemafibrato (6) sdo representantes desta classe (Figura 3) (TAKEUCHI; TAKAHSHI;
ASAI, 2020).

Figura 3: Estrutura molecular dos compostos constituintes da classe de medicamentos fibratos,

agonistas sintéticos PPARa
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1.2.2 Agonistas de PPARYy: Tiazolidinedionas ou Glitazonas (TZD)

As glitazonas, usadas para o tratamento de diabetes mellitus do tipo 2, sédo
capazes de ativar o PPARYy. Estes receptores quando ativados regulam a expresséo
dos genes envolvidos no metabolismo lipidico e da glicose, resultando no aumento da
captacéo de glicose pelas células e diminuindo a produgdo da mesma pelo figado, o
que torna a células mais sensiveis a acao da insulina (GIGLIO et al., 2022).

Esta classe de farmacos € representada pela rosiglitazona (7), pioglitazona (8),
troglitazona (9) e ciglitazona (10) (Figura 4). Embora sejam usadas como
antidiabéticos, seus efeitos adversos severos como retencgéo hidrica, ganho ponderal,
hemodiluicdo, perda de massa 6ssea e faléncia cardiaca, requerem uso clinico mais
restrito (LEBOVITZ, 2019; HWANG et al., 2021).

Figura 4: Estrutura molecular das glitazonas, agonistas PPARy
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Os agonistas PPARYy, rosiglitazona (7) e pioglitazona (8), melhoram a
hiperglicemia revertendo a resisténcia a insulina e a sensibilidade celular; ademais
também possuem efeitos significativos nos lipideos das lipoproteinas plasmaticas em
humanos. As TZD também promovem a diferenciagao dos pré-adipocitos em conjunto
com a lipogénese, favorecendo a redugdo das concentragbes de acidos graxos néo
esterificados (AGNE) (KIM et al., 2021; TAVARES et al., 2023).
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1.2.3 Agonistas Duais de PPARaly: Glitazares

Essa é uma classe de medicamentos que atuam como agonistas duais dos
PPAR, ativam tanto PPARa quanto o PPARYy, reduzindo os niveis de triglicerideos e
aumentando a lipdlise com melhora da sensibilidade a insulina. Seus principais

representantes estdo relacionados na figura 5. (AMANTYA, et al. 2023).

Figura 5: Estrutura molecular dos glitazares, agonistas duais PPARa/y.
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O saroglitazar (14) € o representante dessa classe mais estudado, como
agonista duplo do PPARa/y possui, teoricamente, uma agdo como agonista parcial do
PPARYy, logo os efeitos adversos relacionados a ativagdo desse receptor PPAR é
moderado, embora ainda possua boa resposta no aumento da ativacéo da insulina e
reducdo dos niveis de HbA1c (hemoglobina 1Ac), ja o agonismo do PPARa permite o
aumento da oxidagdo hepatica dos acidos graxos, reduz a sintese e a secregéo de
AG com produgéo favoravel de lipoproteinas circulantes (ANAND; ACHARYA, 2022).

Essa classe possui como fragmento comum o grupo farmacoéforo o acido (S) —
2- etoxi-3- fenilpropranoico, € este fragmento que realiza a interagdo com o receptor
PPARa e PPARy, consequentemente regulam o metabolismo de carboidratos e
lipideos. Muito embora os resultados sejam promissores, apenas o saroglitazar (14)

foi liberado na india para uso clinico, os outros representantes ndo foram liberados
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devido aos efeitos adversos como a hepatotoxicidade, cardiotoxicidade e toxicidade
intestinal (KALLIORA, C. & DROSATOS, K., 2022; BLOKHIN, et al., 2023).

1.2.4 Outros Ativadores PPAR em pesquisa

Existem diversos estudos em andamento com outros ativadores do PPAR, além
dos ja mencionados, ha outros que apresentam resultados promissores, como por
exemplo, o agonista PPARa, o acido pirinixico WY-14643 (15) que demonstrou
melhora do acumulo de gordura hepatica induzida por etanol, reducéo da resisténcia
a insulina e a obesidade, restaurando a homeostase da glicose (XU; DENNING; LU,
2022; ZHANG,; LIU; YANG, 2023).

Existem também pesquisas com antagonista PPARy, GW9662 (16), que
diminuiu a expressao mediada por lipopolissacarideos (LPS)/TLR4 de interleucinas
(IL-1, IL-1B, IL-6), 6xido nitrico sintase induzivel (INOS) e a concentragdo de nitrito

(NO?) (ZHANG; LIU; YANG, 2023).

Figura 6: Estrutura molecular de agonistas PPAR.
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Elanifranor (17) e lanifibranor (18) pertencem a classe dos agonistas PPARa/0,
ambos exibem potencial na reducio da inflamacgao hepatica e melhora a sensibilidade
a insulina com consequente diminuicdo da gordura hepatica, tornando-os opg¢des
promissoras para tratar a DHEADM, porém pesquisas adicionais sdo necessarias para
confirma sua eficacia e segurancga a longo prazo (HOEK, et al., 2021; BOECKMANS,
et al., 2022; MGLLERH®@J, et al., 2022).

A DHEADM nao possui um tratamento especifico, 0 que se busca em novos
candidatos a farmacos para esta patologia é a possibilidade de melhorar a esteato-
hepatite, diminuir a inflamacéo lobular histologica e o balonamento dos hepatdécitos e
a reducao da regressao da fibrose (CASTERA, et al., 2019; SIMOES, ET AL., 2019;
MITSALA, et al., 2022).

Todavia os novos compostos com atividade agonista PPAR apresentaram
efeitos adversos graves como cancer na bexiga, hiperplasia, risco de toxicidade
hepatica e renal ou ainda elevado risco cardiovascular, dentre outros, restringindo seu
uso clinico, promovendo a retirada de alguns e/ou ndo aprovacéo pelo FDA (HONG
et al., 2019).

As terapias emergentes visam atuar sobre o diabetes, metabolismo lipidico
hepatico, inflamagdo e fibrose, fornecendo diversas estratégias e abordagens
diferentes para a DHEADM (Figura 7). Apesar dos beneficios demonstrados nas
pesquisas com o0s agonistas PPAR, os efeitos toxicos relacionados ao
comprometimento cardiaco, carcinogenicidade, insuficiéncia cardiaca, infarto do
miocardio, edema, hemorragia e disfungdo renal, alguns farmacos tiveram seus
estudos interrompidos na fase Il ou Ill. Porém a sintese e avaliacdo de novos ligantes
sintéticos para PPAR continuam sendo exploradas (CHENG et al., 2019; RAMIREZ et
al., 2021).
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Figura 7: Linha do tempo dos medicamentos voltados para o tratamento esteatose hepatica.

EMRICASAM

e TIPELUKASTE
EXENATIDA CISTEAMINA CENICRIVIROC FIRSOCOSTAT Acipo
VITAMINA E PIOGLITAZONA ELAFIBRANOR VOLIXIBAT NAMODENOSON TROPIFEXOR  URSODESOXICOLICO
2003 2009 2012 2014 2016 2018 2021
Proposta da . . . N N N
NASH/ NAFLD e ® O—0—0—0O0—0—0 O—00—0-
1980 . . . . .
ORLISTAT ARAMCHOL SITAGLIPTINA ALDAFERMIN LIRAGLUTIDA EFUXIFERMIN
2005 2010 2013 ATORVASTATINA LANIFIBRANOR 2019
SELONSERTIBE SAROGLUTAZAR
FENOFIBRATO 2017
SIMTUZIMAB
LEGENDA SEMAGLUTIDA
BELAPECTIN
FASE| FASE Ill AcIDO OBETICOLICO
2015
FASE I FASE IV

Fonte: Adaptado de XU et al., 2022.

1.3 AVERSATILIDADE DA BIOMASSA DE Anacardium occidentale

A biodiversidade, principalmente das plantas, tem sido fonte de medicamentos
ha séculos. Neste contexto, as pesquisas com a familia Anarcadiaceae tem
contribuido em varios aspectos medicinais e nutracéuticos. Essa familia possui cerca
de 82 géneros e 700 espécies encontradas majoritariamente em regides tropicais
(MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009).

A espécie Anarcardium occidentale Linn, também chamada de cajueiro, é
considerada nativa do Brasil, aparecendo pela primeira vez na ilustracao do livro "As
singularidades da Franga Antarctica" escrito pelo monge naturalista francés André
Thévet (1502-1590) em 1557 durante as expedi¢cbes francesas ao sul das regides
equatoriais do Brasil entre 1555 e 1567 (THEVET, 1997). Embora nativo do Brasil, o

cajueiro foi introduzido e difundido na Asia e na Africa, durante a colonizagéo
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portuguesa e nas rotas comerciais a partir do século XVI, onde se adaptou
rapidamente devido as condigdes climaticas semelhantes (LOMONACO; MELE;
MAZZETTO, 2017).

O panorama da cajucultura no mundo esta distribuido nos segmentos de
producdo de castanha de caju (améndoa), do caju de mesa (pedunculo floral ou
pseudofruto) e do liquido da casca da castanha de caju (LCC). Atualmente, em termos
comerciais, os trés maiores produtores de castanha de caju com casca sdo Costa do
Marfim, india e Vietnam com cerca de 2 milhdes de toneladas; enquanto Brasil, Mali
e Madagascar sao os grandes produtores de caju de mesa com cerca de 1,4 milh&do
de toneladas em 2020 (BRAINER, 2022). Adicionalmente, a produ¢cdo mundial de LCC
ficou em torno de 200 mil toneladas no mesmo ano.

A produgéo nacional de castanhas, caju e LCC esta concentrada na Regido
Nordeste com 99,7 %, com destaque para os Estados do Ceara (63,5 %), Piaui e Rio
Grande do Norte — 28,7 % somados - e 7,8 % distribuidos em outros Estados da regido
Nordeste. Em 2020, o pais produziu 140 mil toneladas de castanha de caju e 1 milhdo
de tonelada de caju de mesa.

Do ponto de vista socioeconémico, o agronegocio do caju ou cajucultura € uma
das fontes de desenvolvimento regional envolvendo desde a agricultura familiar até

diferentes industrias da cadeia produtiva do caju (Figura 8).
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Figura 8: Fluxograma da cadeia produtiva do caju
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Fonte: Adaptado de PAIVA; GARRUTI; SILVA NETO, 2000

A castanha do caju apresenta tamanho variavel e & subdivida em casca
(pericarpo), pelicula e améndoa. A casca da castanha € composta pelo epicarpo —fina
camada externa da casca —, mesocarpo — camada alveolada que contém um odleo
escuro, caustico, irritante, viscoso e inflamavel conhecido como liquido da castanha
do caju (LCC) —, o endocarpo, e uma pelicula dura que protege a améndoa — fonte
rica em proteinas e componentes graxos (Figura 9) (MAZZETTO; LOMONACO,
2009).
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Figura 9: Aspectos estruturais da castanha de caju
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1.4 LIQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DO CAJU (LCC)

O liquido da casca da castanha de caju (LCC), produzido no mesocarpo da
castanha, € um oleo viscoso e acre que compreende 25-30 % do peso do fruto in
natura, sendo uma das fontes mais ricas de misturas de lipideos fendlicos nao-
isoprenoides como acidos anacardicos (19, 71-82%), cardanois (20, 2-9%), cardois
(21,13-20%) e 2-metilcardois (22, 1-4%) (Figura 10). Como agroresiduo produzido no
beneficiamento da castanha de caju, o LCC tem sido explorado por diversos
segmentos de baixo valor agregado cujo maior destino é a exportagao a pregos que

variam de 250 a 800 dolares a tonelada (valores dependentes das safras).

Figura 10: Constituintes do Liquido da Castanha do Caju (LCC).

OH (e} OH OH OH
@5‘\(}' ©\ /(j\ j@\
CisH312n C15H31.20 HO CisH3120 HO CisH312n
Acidos Anacardicos (19) Cardanois (20) Cardois (21) 2-Metilcardois (22)
n=0 C15:0
8
n=1 C15:1 (a)
8 "
n=2 - - C15:2 (b)
8 11 14
n=3 I I

—  C15:3(c)



34

O LCC natural — produzido em larga escala por extragdo em prensa a frio,
extracdo com solventes, processo termo-mecanico e extragao com CO2 supercritico—
€ usado como matéria-prima na fabricagdo de inseticidas, germicidas, antioxidantes,
isolantes térmicos, material de atrito, plastificantes, tensioativos, tintas, vernizes. Por
sua vez, LCC técnico — obtido por processo termo-mecanico a temperaturas de 185-
195 °C na industria — apresenta a conversdo da mistura de acidos anacardicos na
mistura de cardanois via descarboxilagdo, tornando-se o componente majoritario (67-
95%) (MAZZETTO; LOMONACO, 2009; CERONE et al., 2019; SALEHI et al, 2019;
NYIRENDA et al., 2021).

Estruturalmente, estes lipideos possuem caracteristicas polares (hidroxilas
fendlicas e carboxilas) e apolares (cadeia lateral com 15 atomos de carbono e
diferentes graus de insaturagdo) em anel aromatico de 6 membros — que diferencia
esta matéria-prima para modificagdes em sintese organica — constituindo sistema
bioférico natural com propriedades eletrénicas e hidrofébicas relevantes ao
reconhecimento molecular por diferentes alvos terapéuticos. Neste contexto, varios
estudos sobre as atividades destes compostos — purificados ou como misturas — bem
como derivados semissintéticos descrevem acdes fenotipicas e em biorreceptores
(STASIUK; KOZUBEK, 2010), incluindo propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias
(SOUZA, et al, 2018), e atividades antimicrobianas (ASHRAF; RATHINASAMY, 2018;
MORAIS et al., 2017; SOUZA et al., 2022)

1.5 AGONISTAS PPAR PLANEJADOS A PARTIR DO LCC

Estudos desenvolvidos em colaboragado com o grupo da Profa. Carolyn Cummins
da Universidade de Toronto mostraram que derivados planejados a partir dos lipideos
fendlicos presentes no LCC atuam como agonista PPAR. As séries derivadas do acido
anacardico (19) e cardanol (20), ambas com cadeia lateral hidrofobica com 15 atomos
de carbono (C15), exibiram diferentes perfis de ativagao especificos para os subtipos
PPARa, seletivos duais para PPARa/PPARy, PPARa/PPARY, e abrangentes (pan-
PPAR) em relagéo aos trés subtipos de receptores-alvo: PPARa (ECso 0,5 uM a 67
uM), PPARYy (ECso 0,9 uM a 50 uM) e PPAR B/6 (ECs0 10 uM a 100 pM) (SAHIN et
al., 2022) (Figura 11).
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Figura 11: Agonistas PPAR planejados a partir do LCC

o)
OH O )Lo o) \/Ojﬁo
TN on OH ©
S
CisHaq Cy5Haq CisHay
LDT11 (23) LDT13 (24) LDT15 (25)
H H
~0 g oo ° %o
o) | N o) | N o) | N
= S S
C1sHa1 Ci5Haq C1sHaq
LDT408 (26) LDT16 (27) LDT409 (28)

Esses compostos também demostraram relevante efeito em hepatocitos
primarios de camundongos com o aumento da expressdo de genes envolvidos na
oxidagao (FgF1, PDK4 e CPT1), captacdo de acidos graxos (FABP1 e CD36) bem
como induziram a expressao do transportador de glicose GLUT4, da adiponectina
sensibilizadora de insulina sem induzir fortemente os genes relacionados a
adipogénese (PPARa, CEBPa, aP2) (SAHIN et al., 2022; ROMEIRO; CUMMINS;
MAGOMEDOVA, 2017).

Como prova de conceito da eficacia in vivo, o derivado LDT409 (28) foi avaliado
em camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura, visando tratar a
resisténcia a insulina, hiperlipidemia e esteatose hepatica. Os camundongos que
receberam o tratamento com 28 apresentaram perda de peso, melhoraram a
tolerancia a insulina e tiveram niveis mais baixos de ftriglicerideos no sangue em
comparagao com o grupo de controle que recebeu apenas a dieta rica em gordura. A
analise do figado revelou uma redug¢do na acumulagdo de gordura, juntamente com
um aumento na expressao de genes relacionados a oxidagdo, como o Fgf21. Além
disso, houve uma significativa diminuicdo na massa do tecido adiposo e uma forte
ativacdo de genes relacionados a conversdo de adipdcitos brancos em adipdcitos
marrons (UCP1). Esses resultados indicam que o composto LDT409 (28) promoveu a
quebra de gordura e o gasto de energia, sem os efeitos colaterais associados aos
fibratos e glitazonas, sugerindo seu potencial para o tratamento de condi¢gdes como
hiperlipidemia, diabetes, obesidade e esteatose hepatica (SAHIN et al., 2022).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo sintetizar e avaliar in vitro novos agonistas PPAR

planejados a partir do acido anacardico saturado.

2.2 Objetivos Especificos

o Sintetizar nodos derivados-alvo a-fenoxiésteres e a-fenoxiacidos
derivados planejados a partir do acido anacardico saturado;

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

o Estabelecer relagéo estrutura-atividade dos novos analogos.
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3. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os receptores nucleares conhecidos como PPAR desempenham papel crucial
na regulagdo metabodlica sendo alvos importantes no tratamento de doengas
metabdlicas. As trés isoformas de PPAR compartilham semelhangas no dominio de
ligagdo do ligante (LDB), cuja cavidade hidrofobica de aproximadamente 1400 A2 para
PPARa e PPARYy é capaz de reconhecer compostos naturais e sintéticos. Por sua vez,
PPARf/®, que possui cavidade menor, tem reconhecimento seletivo com restricao de
acesso a compostos com hidrofobicos volumosos (BRUNETTI et al., 2020; SBLANO
et al., 2022).

Considerando que os compostos derivados do acido anacardico e cardanol
atuam como os agonistas parciais de PPAR (Figura 11), o planejamento dos novos
compostos neste trabalho esta relacionado com a otimizacdo do protétipo LDT409
(28) (SAHIN et al, 2022).

Neste sentido, os compostos-alvo foram planejados a partir de modificagcoes
estruturais na subunidade salicilica do acido anacardico saturado LDT11 (23) visando
novos padrbes moleculares com diferentes caracteristicas de complementaridade
para reconhecimento pelos PPAR. Desta forma, a mistura de lipideos fendlicos de
acidos anacardicos (19), transformada no acido anacardico saturado, tera na cadeia
saturada com quinze carbonos a mesma contribuicdo hidrofébica do composto LDT
409 (28).

Ao grupo fenol do acido 23 foi planejada a introdugdo da subunidade
farmacoforica dos ésteres de fibratos a-fenoxiésteres, variando o carbono alfa em
metileno (CH2) e gem-dimetila (C(CH3)2), como nos respectivos analogos LDT15 (25)
e LDT408 (26), que podera ser reconhecida pelos PPAR por meio de interagdes
dipolares de forcas de Keesom. Ja os derivados a-fenoxiacidos, analogos dos
compostos LDT16 (27) e LDT409 (28), apresentam a subunidade farmacoforica ibnica
capaz de interagir por meio de interagdes ion-ion ou ion-dipolo com o LDB dos
receptores.

Por fim, a subunidade carboxilica do composto LDT11 (23) sera convertida em

éster metilico (carbometoxila) e alcool primario (hidroximetila) visando identificar as
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contribuicdes dipolares, ausentes nos compostos 25 a 28, no reconhecimento
molecular dos novos derivados pelos PPAR.

Neste contexto, a pergunta de pesquisa esta relacionada a modulagéo do perfil
PPAR dos novos analogos pela variagdo dos padrdes de substituicdo no fenol e acido
carboxilico do composto LDT11 (23) como hibridos dos compostos desenvolvidos por
SAHIN e colaboradores (2022) (Esquema 1).

Esquema 1: Planejamento estrutural dos candidatos a agonistas PPAR a partir do acido anacardico

Subunidade Farmacoforica

CO,H Subunidade Farmacofdrica

9
LDT11 (23)

LDT409 (28)
Subunidade Auxoforica Subunidade Auxoforica

Subunidade Farmacoférica
0 [ CHy; C(CHa3)2
R
Z | | CO,CH3; CH,OH

9

Subunidade Auxoforica
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4. ESTRATEGIA SINTETICA

A obtencédo dos derivados-alvo foi planejada a partir da mistura de acidos
anacardicos LDT11i (19) de acordo com a rota sintética apresentada no Esquema 2,
por meio de reacgdes classicas da quimica organica de interconversdo de grupos
funcionais envolvendo hidrogenacao catalitica, O-alquilagdo, redugao, e hidrolise em

condicdes experimentais convencionais e sob refluxo.

Esquema 2: Planejamento sintético dos derivados-alvo.

OH O OH O
OH a N OH
- | n=2 — —
=
C15H34 C1s5H31.2n n=3 — — —
LDT11 (23) LDT11i (19)
°]
S0 o OH
Cf%/ d oM 28 @? \
—
CisHaq C15H3q Ci5H34 Ci5Ha4
LDT28 (29) LDT197 (31) LDT457 (33)(A=CH,) LDT458 (37)(A=CH,)
. l LDT466 (3 )(A C(CHg)y) LDT467 (3 )(A C(CHa),)
~o OH O
AN OH e o~ fou g
| —
=
C15Haq C15H34 Cq5H34 Ci5Hay
LDT75 (30) LDT29 (32) LDT460 (34)(A=CH,) LDT461 (38)(A=CH,)

LDT468 (36)(A=C(CHa)y) LDT469 (40)(A=C(CHs),)

a) H,, Pd/C 10 %, EtOH, t.a.; b) CHgl, K,CO3 Me,CO, 70 °C; ¢) LiAlH, THF, 70 °C; d) LIAIH, THF, 110 °C;
e) CH30H, H,SO4 70 °C; f) BrCH,CO,Et, K,CO3 Me,CO, t.a.; BrC(CH3),COLEL, K,CO3 KI, CHACN,
110 °C, 12 h.; h) LiOH, THF-H,0, t.a. (A=CH,) e 80 °C (A=C(CHs)y).

Diante disso, a rota adotada (Esquema 2) foi planejada com a hidrogenagao
catalitica da mistura de &acidos anacardicos (LDT11i, 19) com catalisador de
paladio/carvao a 10 % (Pd/C) em etanol, resultando no intermediario-chave acido
anacardico saturado (LDT11, 23). Para obtencdo dos demais intermediarios, o
composto LDT11 foi submetido a reagcdo de O-alquilagdo com excesso de 3

equivalentes de iodeto de metila e carbonato de potassio para obtencdo do éster
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LDT28 (29). Por sua vez, a reacdo de esterificagdo de Fischer com metanol na
presenca de acido sulfurico concentrado levou a sintese do éster metilico LDT29 (32).
A reducao do acido 23 e do éster 29 com hidreto de litio e aluminio em THF anidro
conduziu ao alcool LDT197 (31). O alcool LDT75 (30) foi sintetizado por Ferreira
(2014) e nao apresentou perfil PPAR.

Para obtencdo dos derivados a-fenoxiésteres, os intermediarios LDT197 (31) e
LDT29 (32) foram submetidos a reacgao de O-alquilagdo quimiosseletiva do fenol com
bromoacetato de etila (série a) visando os compostos LDT457 (33), LDT460 (34); e
com a-bromoisobutirato de etila (série b) para os compostos LDT466 (35) e LDT468
(36). Por fim, a hidrélise dos respectivos ésteres com hidréxido de litio em mistura de
tetraidrofurano e agua, na presenca de catalisador de transferéncia de fase
Aliquat336®, forneceu os respectivos acidos LDT458 (37) e LDT461 (38) (série a) e
LDT467 (39) e LDT469 (40) (série b).

Os compostos sintetizados, intermediarios e finais, foram estruturalmente
caracterizados por meio da analise de espectros de ressonancia de hidrogénio-1 e
carbono-13, realizados no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara (UFC).
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 GENERALIDADES, MATERIAIS E CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS

Os procedimentos experimentais em sintese orgénica foram realizados no
Laboratério de Desenvolvimento de Inovagdes Terapéuticas (LDT), na Universidade
de Brasilia (UnB) no periodo de agosto de 2019 a agosto de 2022.

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

As reagdes foram realizadas sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente
ou em aquecimento em banho de 6leo. Para as reagdes assistidas por radiagdo micro-
ondas foi utilizado forno de micro-ondas doméstico Brastemp®, modelo
BMK38ABHNA JetDeFrost com capacidade de 38 L e poténcia de 900 W, sem
agitacdo magnética. As reacdes de hidrogenacdo catalitica foram realizadas em
aparelho Parr Instrument Company®, série 3910.

As reagbes 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 ultravioleta UV (254
nm) e reveladores — solugao hidroalcodlica de cloreto férrico a 5% e solugao alcodlica
de 2,4-dinitrofenilhidrazina — o que permitiu o calculo do fator de retencao (Rf) de cada
substancia. Para a purificagdo dos compostos foi utilizada cromatografia em coluna
tendo como fase fixa gel de silica G60 (70-230 mesh ou 230-400 mesh, SILICYCLE®)
bem como por meio do sistema de cromatografia flash em equipamento Isolera
Spektra Systems with ACI™ (Biotage®) em cartucho de silica SNAP 10 g.

Os solventes foram evaporados a pressao reduzida utilizando evaporador
rotatério Tecnal® TE-211, conectado a sistema de alto-vacuo com pressao variando
entre 10 e 0,1 mmHg. Os pontos de fusédo, ndo corrigidos, foram determinados em
aparelho digital de fusdo MQAPF302.
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Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H —
300 MHz ou 500 MHz) e de carbono 13 (RMN de *C — 75 MHz ou 125 MHz) foram
obtidos em aparelho Brucker Avance DRX300 e DRX500 do Centro Nordestino de
Aplicagdo da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), utilizando CDCI3 como solvente e tetrametilsilano (TMS)
como referéncia interna. Os valores de deslocamento quimico (8) s&o referidos em
parte por milhdo (ppm) em relagdo ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). As areas dos sinais foram obtidas por integragdo eletrénica e suas
multiplicidades descritas como: simpleto (s); sinal largo (sl); dupleto (d); tripleto (t);
quarteto (q); quinteto (qgi) e multipleto (m).

A Figura 12 apresenta a estrutura Markush e numerag¢des padronizadas

visando facilitar a analise dos espectros.

Figura 12: Numeragéo e legendas empregadas na andlise dos sinais em RMN 'H e de '3C.

e c b a
W: H, CH3, ACO,CH,CHg; ACO5H;

d e f
A: CH2, C(CH3)2

g h
Z: CO,CHg; CH,OH
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5.2 METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Os derivados e intermediarios tiveram como produto de partida a mistura de

acidos anacardicos, principal componente do LCC natural.

5.2.1. Obtencgéo da Mistura de Acidos Anacérdicos (LDT11i, 19)

OH

CO,H

Cis5H31.2n
LDT11i (19)

A um baldo de 100 mL foram adicionados 30,0 g de LCC natural, 15,0 g de
Ca(OH). — previamente solubilizado em agua (10 mL) — e mistura de MeOH (180 mL)
e agua destilada (30 mL). O sistema reacional permaneceu em refluxo, com sistema
de resfriamento do condensador a 0 °C e aquecimento em banho de 6leo a 80 °C, sob
agitacdo magnética por 3 horas. Apos este periodo a mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e filtrada a vacuo. Os sais dos anacardatos de calcio foram
solubilizados em acetato de etila (150 mL) e a mistura, sob banho de agua/gelo e
agitagdo magnética, foi adicionada solucdo de acido cloridrico a 50 % até atingir pH
1. A fase orgénica foi lavada com solugéo saturada de cloreto de sédio e seca em
sulfato de sodio anidro. Apds evaporagao do solvente a pressao reduzida, a mistura
de acidos anacardicos foi purificada em coluna cromatografica tendo gel de silica,
eluida com mistura de hexano e acetato de etila (80 %:20 %) fornecendo a mistura
bruta de acidos anacardicos em rendimento de 80 %. A mistura foi repurificada em
coluna de gel de silica, eluida com gradiente de mistura hexano e acetato de etila (95

% : 5% a 50 % :50 %) fornecendo a mistura desejada em rendimento de 90 %.
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5.2.2. Obtengdo do Composto Acido 2-Hidréxi-6-pentadecilbenzéico (LDT11, 23)

OH O OH O
OH H, (60 psi), Pd/C OH
EtOH, ta, 6h
90%
CisHajon  (Alves, 2015) Ci5H34
LDT11i (19) LDT11 (23)

A um frasco de hidrogenacéo catalitica de 250 mL foram adicionados 5,0 g da
mistura de acidos anacardicos (19) (~14,4 mmol), 0,2 g de catalisador paladio-carvao
a 10 % (Pd/C) e etanol (50 mL). O sistema de hidrogenagao foi submetido a pressao
de 60 Psi de hidrogénio em reator Paar a temperatura ambiente por 6 horas. Em
seguida, a mistura foi filtrada em funil sinterizado e o solvente evaporado a presséo
reduzida. O residuo foi recristalizado em hexano fornecendo o acido anacardico
saturado (LDT11, 23).

Sélido Branco

Rendimento: 90 %

OH O
RF: 0,48 (Hex go%:AcOEty0%)
OH
Ponto de fusdo: 81 2C-84 ¢C
C45H34 Formula Molecular: Cx;H3603

Massa molar: 348,519 g/mol

RMN de "H (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-
14); 1,60 (qi, J = 6,6 Hz, 2H, 2); 3,00 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 6,79 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 3');
6,89 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 5); 7,37 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 4’); 10,72 (s, ArOH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH2, 14); 29,6-30,0 (CHz,
3-12); 32,1 (CHa, 13); 32,2 (CHz, 2); 36,7 (CHa, 1); 110,6 (C, 1); 116,1 (CH, 3); 123,0
(CH, 5°); 135,6 (CH, 4'); 148,1 (C, 6); 163,8 (C, 2'); 176,5 (ArCO2H).



49

5.2.3 Obtengéo do Composto 2-(Hidroximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 31)

OH O OH

OH LiAIH, OH
THF, refluxo, 8 h

90%
C15Hay (Cardoso, 2017) C1sH34
LDT11 (23) LDT197 (31)

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 0,4 g do agente redutor LAH (11,48
mmol) e THF (10 mL). A este, em banho de gelo e agitagdo magnética branda, foi
adicionado, gota a gota, solugéo de 23 — 1,0 g (2,87 mmol) em THF anidro (30 mL) —
Apos completa adigdo a reacdo submetida a refluxo com aquecimento em banho de
oleo a temperatura de 110°C e sistema de resfriamento do condensador a 0 °C por 8
horas. Apds este periodo, o excesso do agente redutor foi inativado pela adi¢gdo, gota
a gota e em banho de gelo, de metanol. Em seguida foram adicionados solugéo de
NaOH a 10 % (2 mL) e agua destilada (1 mL). Apds formagéo do hidroxido de aluminio,
a reacao foi acidificada com solug¢ao de HCl a 10 % até pH 1. A mistura foi extraida
com acetato de etila (3 x 10 mL) e a fase organica lavada com solugéo saturada de
cloreto de sédio (30 mL) e seca em sulfato de soédio anidro. O solvente foi removido a
pressao reduzida e o produto da reagao purificado em coluna cromatografica de gel
de silica, eluida com gradiente de mistura hexano e acetato de etila (90 %:10 % a 40

%:60 %) fornecendo o derivado-alvo.
Sélido Branco

Rendimento: 90 %

OH
RF: 0,66 (Hex go%: ACOEt 20%)
OH
Ponto de fusdo: 60 2C-62 °C
Ci5H3q Férmula Molecular: Ca;Hs3s0;

Massa molar: 334,535 g/mol

RMN de "H (300 MHz, CDCls): 5 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14): 1,49
(m, 2H, 2); 1,63 (sl, 1H, OH); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 4,93 (s, 2H, h): 6,72 (t, J= 8,3
Hz, 2H, 3’ e 5); 7,11 (t, J = 7,7 Hz, 1H, 4°); 7,48 (s, ArOH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 14,1 (CHs, 15); 22,7 (CHa, 14); 29,4-29,7 (CHa, 3-12);
31,8 (CHz, 13); 31,9 (CHz, 2); 33,3 (CHz, 1); 60,2 (CHz, h); 114,5 (CH, 3"); 121,6 (CH,
5'): 122,6 (C, 1); 128,9 (CH, 4’); 141,2 (C, 6); 156,7 (C, 2)).
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5.2.4 Obtengdo do Composto 2-(2-(Hidroximetil-3-pentadecilfendxi)acetato de etila

(LDT457, 33).
(0]
oH \/ W(\O
(o)
\ OH BrCH,CO,Et, K,COq OH
| TMe,CO ta,6h
- . 70% CysHag

15H34 (Cardoso, 2017) 15
LDT197 (31) LDT457 (33)

A um baldo de 50 mL foram adicionados 0,3 g do derivado 31 (0,75 mmol), 0,3
g de carbonato de potassio (1,50 mmol), acetona (5 mL) e a mistura submetida a
agitacdo magnética, a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse tempo, foram
0,12 mL de bromoacetato de etila (1,13 mmol) e a reagdo permaneceu sob agitagéo
magneética a temperatura ambiente por 6 horas. Em seguida, o solvente foi removido
a pressao reduzida e a fase organica extraida com diclorometano (15 mL), lavada com
solugdes de HCIl a 10 % (10 mL), saturada de cloreto de sédio (10 mL) e seca em
sulfato de sodio anidro. O solvente foi removido a pressao reduzida e o produto
purificado por coluna de gel de silica, eluida com hexano e gradiente de mistura

hexano e acetato de etila (60 %:40 %) fornecendo o éster LDT457 (33).

Sélido Branco

Rendimento: 70 %
\/O\n/\o
(0]

RF: 0,60 (Hex go%: AcOEt 20%)

©f\OH Ponto de fusdo: 32 2C-34 °C

C1sHaq Férmula Molecular: C6Ha404

Massa molar: 420,625 g/mol
RMN de "H (500 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15); 1,26-1,35 (m, 27H, 3-14
e 3H, a); 1,55 (qi, J = 7,5 Hz, 2H, 2): 2,69 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 4,26 (q, J = 7,7 Hz,
2H, 2H, b); 4,71 (s, 2H, d); 4,78 (s, 2H, h); 6,67 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 3'); 6,85 (d, J = 7,7

Hz, 1H, 5'); 7,16 (t, J = 7,92 Hz, 1H, 4).

RMN de 3C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15 e a); 22,9 (CH2, 14); 29,6-29,9 (CH,
3-12); 32,2 (CHy, 13); 32,3 (CH2, 2); 33,5 (CHz, 1); 57,2 (CHz, h); 61,9 (CH, b); 65,9
(CHa, d); 109,8 (CH, 3'); 123,8 (CH, 5'); 128,5° (CH, 4’); 128,6* (C, 1'); 143,4 (C, 6');
157,0 (C, 2'); 169,7 (CO2CH2CHs).
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5.2.5 Obtengdo do Composto Acido 2-(2-Hidréximetil-3-pentadecilfenéxi)acético
(LDT458, 37).

(0] HO
N \H/\o \[(\0
o (o)
@f\ OH LIOH, THF/H,0 OH
Aliquat 336, 1., 4
c 65 %

15H31 (Ferreira, 2014) C15H31
LDT457 (33) LDT458 (37)

A um baldo de 50 mL foram adicionados 0,12 g do derivado 33 (0,29 mmol),
0,05 g de hidréxido de litio (1,14 mmol) — solubilizado em agua destilada (1 mL), THF
(4 mL) e 3 gotas de Aliquat 336. A mistura foi submetida a agitagdo magnética vigorosa
a temperatura ambiente por 4 horas. A reacgao foi acidificada até pH 1 com solugao de
HCl a 10 %, extraida com acetato de etila (3 x 5 mL) e a fase organica lavada com
solugédo saturada de cloreto de sodio (5 mL) e seca em sulfato de sédio anidro. O
solvente foi evaporado a pressao reduzida e o produto purificado por coluna de silica
gel, eluida com gradiente de mistura cloroférmio e etanol (90 %:10 % a 50 %:50 %)
fornecendo o acido correspondente LDT458 (37).

Sélido Branco

HOW/\O Rendimento: 65 %
0 RF: 0,20 (Hex so%: ACOEt 20%)
(i(\OH Ponto de fusdo: 87 2C-90 ¢C
C15Haq Férmula Molecular: CoaHaoO4

Massa molar: 392,572 g/mol

RMN de "H (300 MHz, CDCls): 5 0,88 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,26-1,31 (m, 24H, 3-14);
1,54 (qgi, J = 6,5 Hz, 2H, 2); 2,67 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1): 4,73 (s, 2H, d); 4,82 (s, 2H, h);
6,72 (d, J=8,1 Hz, 1H, 3); 6,86 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,19 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 4).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHa, 14); 29,6-29,9 (CHa, 3-12);
32,2 (CHa, 13); 32,4 (CHz, 2); 33,4 (CH2, 1); 57,4 (CHa, h); 66,3 (CHz, d); 110,4 (C, 3):
124,1 (CH, 5'); 127,4 (C, 1°); 129,2 (CH, 4’); 143,3 (C, 6'); 157,2 (C, 2'); 171,3 (CO2H).
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5.2.6 Obtengédo do Composto 2-Metoxi-6-pentadecilbezoato de metila (LDT28, 29)

OH O o O
~
OH CHal, KoCO4 ~ o
Me,CO, 120 °C, 18 h
90% G
Ci5Has (Alves, 2015) C1sH3q
LDT11 (23) LDT28 (29)

Em um bal&o (100 mL) foram adicionados 2,0 g do derivado LDT11 (23) (5,74
mmol), 2,4 g de carbonato de potassio (17,22 mmol) e acetona (50 mL). A mistura
permaneceu sob agitagcdo magnética por 20 minutos e a ela foram adicionados 1,49
mL de iodeto de metila (22,95 mmol). Em seguida, o sistema reacional foi mantido sob
agitagao vigorosa, em banho de 6leo a 120 °C, com resfriamento do condensador em
circulador a -8 °C, por 18 horas. Apos esse periodo, A mistura foi extraida com
diclorometano (3 x 10 mL) e a fase organica lavada com solu¢do saturada de cloreto
de sdédio (2 x 10 mL) e seca em sulfato de sédio anidro. O solvente foi evaporado a
pressao reduzida e mistura purificada em coluna cromatografica de gel de silica,
eluida em diferentes concentragdes de mistura hexano-acetato de etila (5 % a 35 %),
fornecendo o derivado éster 2-metoxi-6-pentadecilbenzoato de metila LDT2 (29).

Sélido branco
O o Rendimento 97%

~ Rf: 0,40 (HEXQO%ZACOEtlo%)

Ponto de fusdo: 32-332C

C15Haq . _
Formula molecular: C3H1003

Massa Molar: 376,573 g/mol
RMN 'H (300 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, J = 6,3 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,53-
1,61 (m, 2H, 2); 2,55 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,82 (s, 3H, c); 3,91 (s, 3H, g); 6,76 (d, J =
8,3 Hz, 1H, 3'); 6,82 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,27 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 4).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15); 22,8 (CHz, 14) 29,5-29,8 (CHa, 3-12);
31,3 (CHa, 13); 32,1 (CHz, 2); 33,6 (CHz, 1); 52,2 (CHs, g); 56,0 (CHs, c); 108,5 (CH,
3); 121,7 (CH, 5); 123,7 (C, 1); 130,4 (CH, 4’); 141,6 (C, 6'); 156,4 (C, 2'); 169,1
(CO2CHs).
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5.2.7 Obtengédo do Composto 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 32).

OH O OH O
~
OH  MeOH /H,S0, (cat) o
70°C, 18 h
82%
C15Has (Alves, 2015) CisH34
LDT11 (23) LDT29 (32)

A um baldo de 50 mL foram adicionados 0,4 g de 23 (1,0 mmol), metanol (8
mL) e H2SO4 (1,5 mL). O sistema reacional permaneceu em refluxo, com sistema de
resfriamento do condensador a 0 °C e aquecimento em banho de 6leo a 70 °C, sob
agitagdo magnética por 18 h. A mistura foi extraida com diclorometano (3 x 10 mL) e
a fase organica lavada com solugéo saturada de cloreto de sodio (2 x 10 mL) e seca
em sulfato de sddio anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e mistura
purificada em coluna cromatografica de gel de silica, eluida com gradiente de mistura
hexano e acetato de etila (95 %:5 % a 45 %:55 %) fornecendo o éster 2-hidroxi-6-
pentadecilbenzoato de metila LDT29 (32).

Sélido branco
OH O Rendimento: 82 %

0/ RF: 0,60 (Hex 80%. AcOEt 20%)

C.H Ponto de fusdo: 37 2C-40 ¢C
157781 Formula Molecular: Cx3H3gO3

Massa molar: 362,54 g/mol

RMN de "H (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,27-1,31 (m, 24H, 3-14);
1,53 (gi, J = 7,1 Hz, 2H, 2): 2,89 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,97 (s, 3H, g); 6,72 (d, J= 7,5
Hz, 1H, 3); 6,84 (d, J = 8,28 Hz, 1H, 5'); 7,29 (t, J = 8,0 Hz, 1H, 4’): 11,09 (s, 1H, OH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHa, 14); 29,6-30,1 (CHaz, 3-12);
32,2 (CHa, 13); 32,3 (CH2, 2); 36,8 (CHa, 1); 52,3 (CHs, g); 112,1 (CH, 1°); 115,8 (CH,
3°): 122,7 (CH, 5'): 134,4 (CH, 4’); 146,4 (C, 6); 162,8 (C, 2); 172,2 (CO2CHs).
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5.2.8 Obtengdo do Composto 2-(2-Carbetoximetoxi)-6-pentadecilbenzoato de metila

(LDT460, 34).
~_°
OH O ﬁ(\o 0
o -
o~ BrCH,CO,E, K,CO3 (0)
Me,CO, t.a.,, 4 h
74%
C5H34 Ci5H34

15 (Cardoso,o2017)
LDT29 (32) LDT460 (34)

A um baldo de 50 mL foram adicionados 0,2 g de 29 (0,50 mmol), 0,06 mL de
bromoacetato de etila (0,62 mmol), 0,14 g de carbonato de potassio (0,99 mmol) e
acetona (10 mL). A mistura foi mantida em agitagcdo magnética, a temperatura
ambiente por 4 horas. Apos este periodo, a mistura foi extraida com diclorometano (3
x 10 mL) e a fase organica lavada com solu¢des de HCl a 10 % (20 mL), saturada de
cloreto de sodio (20 mL) e seca em sulfato de sédio anidro. O solvente foi evaporado
a presséo reduzida e o produto purificado em coluna cromatografica de gel de silica,
eluida com mistura de hexano e acetato (95 %:5 %) fornecendo o derivado LDT460
(34).

Sélido branco

\/O\n/\o 0 Rendimento: 74 %
o

- RF: 0,60 (Hex 80%. AcOEt 20%)

o]
Ponto de fusdo: 38 2C-41 °C
CisHa Férmula Molecular: Ca7H240s

Massa molar: 448,635 g/mol

RMN de "H (500 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,25-1,29 (m, 27H, 3-14
e 3H, a): 1,57 (qi, J = 7,2 Hz, 2H, 2): 2,56 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1): 3,91 (s, 3H, g); 4,24
(q, J = 7,1 Hz, 2H, b); 4,61 (s, 2H, d); 6,65 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3); 6,86 (d, J = 7,7 Hz,
1H, 5'); 7,25 (t, J = 8,0 Hz, 1H, 4).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (2CHs, 15 e a); 22,8 (CHz, 14); 29,6-29,9 (CHz,
3-12); 31,3 (CHz, 13); 32,1 (CHy, 2); 33,6 (CH2, 1); 52,3 (CHs, g); 61,5 (CHz, b); 66,5
(CHz, d); 110,0 (CH, 3'); 122,6 (CH, 5); 124,4 (C, 1°); 130,3 (CH, 4’); 142,1 (C, 6');
154,9 (C, 2'); 168,6° (CO2CHs); 168,7° (CO2CH2CHs);
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5.2.9 Obtencdo do Composto Acido 2-(2-(Carbometéxi)-3-pentadecilfenéxiacético
(LDT461, 38)

(o) HO
S o LiOH, THF/H,0 0
’ _ Aliquat 336, ta., 4h
80 %
C15Ha CisHa

15 (Ferreira, 2014) 15
LDT460 (34) LDT461 (38)

A um baldo de 25 mL foram adicionados 0,10 g de 34 (0,22 mmol), THF (4,0
mL), 0,04 g de LiOH (0,89 mmol) — solubilizado em agua destilada (1 mL) e 3 gotas
de Aliquat 336. A reagédo permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
por 4 horas. Ao final deste periodo, a solu¢ao foi com solu¢éo de HCl a 10 % até pH
1. A mistura foi extraida com acetato de etila (5 mL) e a fase organica lavada com
solugéo concentrada de cloreto de sodio (5 mL) e seca em sulfato de sddio anidro. O
solvente foi evaporado a pressao reduzida e o produto purificado em coluna de gel de
silica, eluida com diclorometano e gradiente de mistura diclorometano e cloroférmio
(30 %:70 %) fornecendo o derivado LDT461 (38).

Sélido branco

Rendimento: 80 %

HO
j]AO 0 RF: 0,20 (Hex 80 %: AcOEt 20 %)
o -
0 Ponto de fusdo: 86 °C-88 °C
Ci5H34 Férmula Molecular: CasHa00s

Massa molar: 420,582 g/mol

RMN de "H (300 MHz, CDCls): 5 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14): 1,56
(gi, J = 7,2 Hz, 2H, 2); 2,62 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1): 3,95 (s, 3H, ArCO2CHa): 4,71 (s, 2H,
ArOCH,CO,H); 6,75 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3'); 6,93 (d, J= 7,7 Hz, 1H, 5); 7,31 (t, J = 8,0
Hz, 1H, 4)).

RMN de 3C (75MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14); 29,6-29,9 (CHj, 3-12);
31,5 (CHz, 2); 34,1 (CHz, 1); 52,7 (ArCO2CHs); 67,0 (ArOCH2CO2H); 111,1 (CH, 3');
123,2 (C, 1'); 124,2 (CH, 5); 131,4 (CH, 4); 143,3 (C, 6); 155,4 (C, 2)); 169,3
(ArCO2CHs); 171,0 (ArOCH,COOH).
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5.2.10 Obtengdo  do Composto  2-(2-Carbometdxi-3-pentadecilfendxi)-2-
metilpropanoato de etila (LDT468, 36).

o
OH O S~ W><o )
- o -
N o BYC(CHg):COEt, K,COj, K (9]
| P MeCN, 85°C, 8 h
80%
CasHay CysHyt

15 (Ferreira, 2014) 15
LDT29 (32) LDT468 (36)

A um baldo (125,0 mL) foram adicionados 0,2 g de 29 (0,55 mmol),, carbonato
de potassio (2,00 eq), iodeto de potassio (1,00 eq) e acetonitrila (6,0 mL). A mistura
permaneceu sob agitagdo magnética durante 60 minutos, e entdo, foi adicionado a-
bromoisobutirato de etila (3,00 eq). A reagao prosseguiu sob agitagdo magnética, em
refluxo a 85 °C por 8 horas. Apds redugao do volume de solvente a pressao reduzida,
a mistura foi extraida com diclorometano (3 x 10 mL) e as fragdes organicas reunidas
foram lavadas com solugdo de HCl a 10 % (20,0 mL), solugéo salina saturada (20,0
mL) e seca sob sulfato de sodio. O solvente foi evaporado a presséo reduzida e os
residuos purificados em coluna de gel de silica eluida com mistura de hexano e
acetato (95 %:5 %) fornecendo o derivado LDT468 (38).

Liquido amarelo claro

(o) : . %
~o_ \[%(0 o Rendimento: 80 %

o) P RF: 0,60 (Hex so%: AcOEt 20%)
(o)
Formula Molecular: Ca9H4g0s

CisHa Massa molar: 476,688 g/mol

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3): 6 0,88 (t, J=6,9 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14 e 3H,
a); 1,55 (s, 6H, f); 2,53 (t, J = 8,0 Hz, 2H, 1); 3,88 (s, 3H, g); 4,25 (q, J = 7,2 Hz, 2H,
b); 6,64 (d, J=8,3 Hz, 1H, 3'); 6,86 (d, J= 7,7 Hz, 1H, 5’); 7,16 (t, J = 8,0 Hz, 1H, 4°).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): RMN de ®C (125 MHz, CDCls): & 14,27 (CHa, 15);
14,3" (CHs, a); 22,9 (CH2, 14); 25,3 (CHs, f); 29,5-29,9 (CHz, 3-12); 31,3 (CHz, 2); 32,1
(CHa, 13); 33,7 (CHz, 1); 52,1 (CHs, g); 61,6 (CHz, b); 80,2 (C, e); 115,4 (CH, 3); 123,1
(C, 1'); 127,6 (CH, 5); 129,7 (CH, 4); 141,6 (C, 6'); 152,7 (C, 2); 169,1 (CO2CHs);
174,6 (CO2CH2CHa).
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5.2.11 Obtencdo do Composto Acido 2-(2-(Carbometéxi-3-pentadecilfendxi)-2-
metilacético (LDT469, 40).

o HO
(o} Vs o e
(o) LiOH, THF/H,0 ~ 0
80 %
c Cy5H34

15H31 (Ferreira, 2014)
LDT468 (36) LDT469 (40)

A um baldo de 25 mL foram adicionados 0,1 g de 38 (0,22 mmol), THF (4,0 mL),
0,04 g de LiOH (0,89 mmol) — solubilizado em agua destilada (1 mL) e Aliquat 336® (3
gotas). A reacdo permaneceu em refluxo a 80°C, sob agitagdo magnética, por 4 horas.
Ao final deste periodo, a mistura foi acidificada com solucédo de HCl a 10 % até pH 1
e extraida com acetato de etila (3 x 10 mL). As fragbes orgénicas reunidas foram
lavadad com solugéo concentrada de cloreto de sédio (10 mL) e seca em sulfato de
sdédio anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e o produto purificado em
coluna de gel de silica, eluida com diclorometano e gradiente de mistura

diclorometano e cloroférmio (30 %:70 %) fornecendo o derivado LDT469 (40).

Sélido branco
H . 0,
HO%O o Rendimento: 80 %
RF: 0,22 (Hex go%: AcOEt 20%)

(o) -
o Ponto de fusdo: 76 °C-77 °C
Ci5Hs4 Férmula Molecular: C;5H400s

Massa molar: 420,582 g/mol

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): 5 0,93 (t, J = 6,9 Hz, 3H, 15); 1,30 (m, 24H, 3-14); 1,65
(s, 6H, f); 2,62 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,96 (s, 3H, g); 6,88 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3'); 6,98
(d, J=7,7 Hz, 1H, 5); 7,29 (t, J = 8,0 Hz, 1H, 4).

RMN de 3C (125 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15); 22,7 (CHz, 14); 24,9 (CHs, f); 29,4-
29,9 (CHz, 3-12); 31,2 (CHz, 2); 31,9 (CH2, 13); 33,7 (CH2, 1); 52,6 (CHs, g); 81,4 (C,
e); 116,8 (CH, 3'); 124,5 (C, 1'); 127,2 (CH, 5'); 130,5 (CH, 4’); 142,6 (C, 6); 152,1 (C,
2); 169,5 (CO2CH3); 177,3 (COOH).
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Figura 13: Intermediarios e derivados-alvo planejados a partir do acido anacardico (23)

OH (o] \0 (0] OH OH (o]
AN OH X O/ X OH X O/
S S S S
CysH34 Cy5H34 CysH34 CysH34
LDT11 (23) LDT28 (29) LDT197 (31) LDT29 (32)
(o) (o) (o}
~_ \H/\o ~o— \{(\0 0 ~_ \’%<0 o
(o) (o] (o)
OH o | X o
=
Cy5Ha4 C15Haq Cy5H34
LDT457 (33) LDT460 (34) LDT468 (36)
HO HO HO
\[(\o \[(\o 0 o o
(o] (o) (o)
OH o ’ X o
P
Ci5Haq Cy5Hay Cq5H3y
LDT458 (37) LDT461 (38) LDT469 (40)

5.3. AVALIACAO BIOLOGICA in vitro

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

Os controles positivos WY-14643, GW-0742 e rosiglitazona foram adquiridos da
empresa de biotecnologia Cayman Chemicals® (EUA). Comprimidos de inibidores de
protease foram obtidos da Roche® (Canada). Meio de cultura Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM), lactato de sodio, dimetilsulfoxido (DMSO), penicilina e
estreptomicina foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich® (EUA). Soro fetal bovino
tratado com carvao ativado foi adquirido da empresa Invitrogen® (EUA). As placas
tratadas com cultura de tecidos foram obtidas da BD Bioscience® (EUA) e o sistema

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

5.3.2 Plasmideos

Os plasmideos correspondentes aos PPAR humanos (GAL4-hPPARa, GAL4-
hPPARB/5, GAL4-hPPARYy) e os plasmideos correspondentes aos PPAR murinos
(GAL4- mPPARa, GAL4-mPPARB/5, GAL4-mPPARYy), o promotor de luciferase, o
controle - galactosidase, e o vetor de plasmideo pGEM foram doados pelo Prof. Dr.
David Mangelsdorf da Universidade do Texas. Os plasmideos foram transformados
(processo de alteracao genética pelo qual um material genético exdgeno é transferido
para a célula hospedeira) em células DH5-alfa de Escherichia coli, e cultivados a 37°C,
por um periodo de 12 horas, em placas de agar Miller contendo 0,1 mg/mL de
ampicilina. A partir desta cultura foi isolada uma unica col6nia, que por sua vez foi
cultivada em meio caldo LB adicionado de 0,1 mg/mL de ampicilina, perante agitacao,
a 37°C durante 12 horas. O DNA do plasmideo foi extraido e purificado mediante
utilizagdo do GenElute™ HP Plamisd Midiprep Kit da Invitrogen® (EUA).



60

5.3.3 Ensaio de Gene Reporter

Células de rim embrionario humano 293 (HEK293) foram semeadas (= 40 mil
células/pogo), em meio de cultura DMEM enriquecido com SFB a 10%, em placas de
96 pocos de fundo transparente e incubadas por 12 horas a 37°C em atmosfera umida
com saturacao de 5 % de CO.. Posteriormente, essas células foram transfectadas
com um mix de plasmideo (150ng/pogo) contendo 50 ng de UAS-Luciferase Reporter,
20 ng de B-galactosidase, 15 ng do DNA do plasmideo purificado correspondente ao
respectivo receptor nuclear e 65 ng do vetor de plasmideo pGEM. Em um periodo de
6-8 horas apos a transfecgéo as células foram tratadas com veiculo (DMSO), 10 uM
de controle positivo (WY-14643 para PPAR a, GW-0742 para PPAR [3/d e rosiglitazona
para PPAR y) ou 10-100 uM dos compostos (LDTs) a serem testados e, apos 14-16
horas de incubacdo, colhidas e ensaiadas frente a atividade da enzima luciferase.
Para analise de eficiéncia da transfec¢do, os valores da luciferase, expressos em
Unidades Relativas de Luciferase (RLU), foram normalizados utilizando -
galactosidase e multiplicados pelo tempo de incubagdo para atividade da [3-
galactosidase. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos em
trés ensaios independentes, sendo as curvas de dose resposta elaboradas através

dos valores de ECsp obtidos para cada composto no programa GraphPad PRISM®.

Atividade da Luciferase ,
RLU = — - x Tempo (minutos)
Atividade da B — galactosidase

5.3.4 Analises Estatisticas

Os dados estatisticos foram analisados no programa GraphPad PRISM® e os
resultados foram plotados com média + desvio padrdo. Para comparagao entre dois
grupos, analisou-se a significancia estatistica através do teste t de Student com
correcao de Welch. O teste de analise de variancia unidimensional (One-Way ANOVA)
seguido do teste de corregédo de Hol-Sidak foi utilizado para comparagéo de multiplos
grupos. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05 e os valores atipicos foram

retirados pelo método ROUT.
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Resultados e Discussao
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6. RESULTADO E DISCUSSAO

6.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

O planejamento sintético propds a obtengdo de novas moléculas candidatas a
agonistas PPAR a partir do acido anacardico. As metodologias empregadas
compreenderam procedimentos classicos de conversao de grupos funcionais, tais
como, hidrogenagéo catalitica com Pd/C, redu¢do com LiAlHs, esterificagdo de
Fischer, O-alquilagdo com bromoacetato de etila (série a) e a-bromoisobutirato de etila
(série b), hidrélise alcalina de ésteres em condi¢gdes experimentais a temperatura

ambiente ou sob aquecimento brando em banho de 6leo

6.1.1 Obtencdo da Mistura de Acidos Anacérdicos (19)

OH S—
n=1 /\/\/\/—\/\/\/
CO,H
n=2 NN N ST T
n=3 — — -
C15Ha1-2n
LDT11i (19)

A mistura de acidos anacardicos LDT10i (19) foi obtida como dleo castanho
claro a partir do LCC natural, via complexag¢ao com hidroxido de calcio, em rendimento
de 70 %. Embora ndo submetida a analise por métodos espectroscopicos, a mistura
foi caracterizada por cromatografia de camada delgada apresentando unica mancha
violeta com Rf 0,48 (Hex:AcOEt 80 %: 20 %) revelada em lampada UVC. A
metodologia mostrou-se eficiente e limpa devido a habilidade da subunidade salicilica
— exclusiva dos acidos anacardicos dentre os compostos do LCC — de complexar-se

com ions metalicos divalentes.
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6.1.2 Obtencdo do Acido Anacérdico Saturado (LDT11, 23)

OH (0] OH (0]
OH H, (60 psi), Pd/C OH
EtOH, ta., 6 h
90%
CisHaron  (Alves, 2015) Ci5H3q
LDT11i (19) LDT11 (23)

O acido anacardico saturado (23) foi obtido a partir da hidrogenagéao da mistura
de acidos anacardicos (19) com atmosfera de hidrogénio a 60 psi sob catalise de Pd/C
a 10 % em etanol. Apés purificagdo por cromatografia em coluna de gel de silica
LDT11 foi recristalizado em hexano fornecendo solido branco floculoso em rendimento
de 90 %. O derivado foi caracterizado por meio da mudancga de estado fisico e ponto
de fus&o compativel com a literatura (81-84 °C).

Na analise espectroscopica por RMN o grupo metila terminal da cadeia
pentadecila foi evidenciado como tripleto em 0,89 ppm em RMN de 'H (Anexo |, pag.
96) e 14,3 ppm em RMN de '3C (Anexo Il, pag. 97). Os hidrogénios metilénicos da
cadeia alifatica foram assinalados como multipleto em 1,26 ppm para Cz-C14; quinteto
que varia entre 1,60 ppm correspondente aos hidrogénios Co; e tripleto em 3,00 ppm
referente aos hidrogénios Ci. A hidroxila fendlica, em ligagdo de hidrogénio
intramolecular com o grupo carboxila, foi evidenciada como simpleto em 10,72 ppm.
A cadeia saturada de LDT11 (23) foi confirmada pelos sinais observados entre 22,9
ppm a 36,7 ppm referentes aos carbonos C2-C14 no espectro de RMN de '3C. Os sinais
entre 6,78 ppm e 7,40 ppm no espectro de RMN de 'H demonstram a presenca de
hidrogénios aromaticos, identificados como dupletos para os hidrogénios 3’ e 5’; e
tripleto para 4’. O nucleo aromatico foi ainda evidenciado pelos deslocamentos

quimicos entre 110,6 ppm a 163,8 ppm no espectro de RMN de 3C.
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6.1.3 Obtencgéo do Derivado 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDTZ28, 29)

OH O o o0
v
OH  cHikoo, Y O
Me,CO, 120 °C, 18 h
90% F
Ci5Has (Alves, 2015) C1sH3q
LDT11 (23) LDT28 (29)

A partir do composto LDT11 (23) foi obtido o derivado LDT28 (29) por meio da
reacao de dimetilacdo com iodeto de metila e carbonato de potassio em acetona, a
temperatura de 120 °C e resfriamento do condensador em circulador a -8 °C. O éster
29 foi obtido como sdlido branco em rendimento de 97 % , ponto de fuséao (32-33°C)
e Rf 0,40 (Hex:AcOEt 10%). Na analise espectroscépica, 29 apresentou
deslocamentos quimicos como simpletos em 3,82 ppm e 3,91 ppm no espectro de
RMN 'H (Anexo IX, pag. 104) evidenciam a presenga das metilas (metoxila e éster
metilico), a qual foi confirmada pelos sinais em 52,2 ppm e 56,0 ppm do espectro de
RMN '3C (Anexo X, pag. 105).

6.1.4 Obtencgéo do Derivado 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDTZ29, 32)

OH (o) OH (0]
~
N OH  MeOH/H,SO0, (cat o
P 70°C, 18 h
82%
C15Has (Alves, 2015) Ci5H34
LDT11 (23) LDT29 (32)

Para obtencao do derivado LDT29 (32), o acido 23 foi submetido a reacao de
esterificacdo de Fischer em metanol, catalisado por acido sulfurico, sob condi¢gdes de
refluxo com sistema de resfriamento do condensador a 0 °C (Alves, 2015). Apos
purificagdo em coluna cromatografica, o derivado LDT29 (32) foi obtido como sélido
branco em rendimento de 82 %, ponto de fusdo 37-40 °C e Rf 0,60 (Hex 80 %: AcOEt
20 %). O grupo metila de 32 foi caracterizado em seus espectros de RMN de 'H
(Anexo XI, pag. 107) e RMN de '3C (Anexo Xll, pag. 108) pelos sinais em 3,96 ppm e
52,3 ppm, respectivamente. A hidroxila fendlica foi caracterizada como simpleto em

11,09 ppm em RMN de "H, caracteristico de ligagéo de hidrogénio intramolecular.
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6.1.5 Obtencgéo do Derivado 2-(Hidroximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 31)

OH O OH

OH LiAIH, OH
THF, refluxo, 8 h
90%

C15Hay (Cardoso, 2017) C15H3,
LDT11 (23) LDT197 (31)

A obtencgao do alcool LDT197 (31) pela reducao de 23 foi realizada de acordo
com metodologia de Cardoso (2017) utilizando hidreto de litio e aluminio (LAH) (5,0
eq) em THF séco sob refluxo por 8 horas de reagdo com temperatura do banho de
oleo (110°C), e agitagdo magnética vigorosa. O composto 31 foi obtido como sélido
branco em rendimento de 90 %, ponto de fusdo 60 °C-62 °C e Rf 0,66 (Hex:AcOEt 80
%:20 %).

No espectro de ressonancia magnética de 'H o grupo metileno do &lcool
benzilico foi assinalado como simpleto em 4,93 ppm (Anexo lll, pag. 98) ratificado por

sinal em 60,2 ppm no espectro de RMN de '3C (Anexo IV, pag.99).

6.1.6 Obtencgéo do Derivado 2-(2-(Hidroximetil)-3-(pentadecil)fendxiacetato de etila

(LDT457, 33).
o
o
N OH  BrCH,COME K,CO; on
= c 70% Ci5Hs34

15H31 (Cardoso,o2017) 15
LDT197 (31) LDT457 (33)

A sintese do derivado LDT457 (33) foi realizada a partir do derivado LDT197
(31), por meio de reagao de O-substituigdo com bromoacetato de etila, na presenga
de carbonato de potassio em acetona, por metodologia descrita por Cardoso (2017).
A reagéao ocorreu a temperatura ambiente. Apos purificagdo em coluna cromatografica
de silica gel, eluida em hexano e acetato de etila, o derivado 33 foi obtido como sélido
branco em rendimento de 70 %, ponto de fusdo 32 °C-34 °C e Rf 0,60 (Hex:AcOEt 80
%:20 %). Uma vez que o valor do fator de retengcdo de 33 foi muito préximo ao do
produto de partida 31, foi realizada a revelagdo da CCD com solugao hidroalcodlica

de FeCls a 5 % que confirmou a auséncia da hidroxila fendlica.
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Na andlise dos espectros de RMN de 'H para 33 o grupo metileno da
subunidade carbetoxila foi assinalado como quarteto em 4,26 ppm; enquanto que o
tripleto referente ao grupo metila estava sobreposto ao multipleto na faixa de 1,26 ppm
a 1,35 ppm (Anexo V, 100). Adicionalmente foram identificados dois simpletos em 4,71
ppm e 4,78 ppm correspondente aos grupos metilenos alfa a carbonila e do alcool
benzilico. No espectro de RMN de '3C foram observados sinais referentes aos grupos
metileno em 57,2 ppm para o carbono benzilico; em 61,9 ppm para o grupo
carbalcoxila; e em 65,9 ppm para o adjacente a carbonila do éster. O deslocamento
quimico referente ao grupo metila foi evidenciado em 14,3 ppm — juntamente com o

metila da cadeia alquilica (Anexo VI, 101).

6.1.7 Obtencdo do Derivado Acido 2-(2-Hidréximetil-3-pentadecil)fendxiacético
(LDT458, 37)

(0] HO
~_ ﬁ(\O \H/\o
0 (0]
i:i\ OH LiOH, THF/H,O OH
Aliquat 336, t.a., 4 h
65 %
Cy5H3q Cis5H3q

15 (Ferreira, ;014) 15
LDT457 (33) LDT458 (37)

Para obtencao do derivado LDT458 (37) foi utilizada a metodologia da reagao
foi adaptada de Ferreira (2014) em que o derivado 33 foi submetido a hidrolise alcalina
com LiOH em mistura THF/H20O e presenca de Aliquat 336, como catalisador de
transferéncia de fase, sob agitagcdo magnética, a temperatura ambiente por 4 horas.
O consumo do material de partida foi verificado na CCD com formag&o do ion
carboxilato retido no spot. Apds acidificacdo com solugao de HCl a 10 % até pH 1 e
elaboragdo usual, o derivado acido LDT458 (37) foi obtido como solido branco em
rendimento de 65 %, ponto de fusdo 87 °C-90 °C e Rf 0,20 (Hex:AcOEt 80 %:20 %).

Nos espectros de RMN de 'H (Anexo VII, pag. 102) e RMN de "3C (Anexo VI,
pag. 103) de 37 foram assinalados simpletos em 4,73 ppm e 4,82 ppm
correspondentes aos metilenos alfa ao grupo carboxila e benzilico, confirmados
respectivamente pelos deslocamentos quimicos em 66,3 ppm e 57,4 ppm. O grupo

carboxila foi evidenciado em 171,3 ppm.
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6.1.8 Obtencéo do Derivado 2-(2-Carbetoximetoxi)-6-pentadecilbenzoato de metila

(LDT460 34)
\/0
OH O ﬁ(\o 0
o -
o~ BrCH,CO,E, K,CO3 (0)
Me,CO, t.a.,, 4 h
74%
Cy5H3q Ci5H34

15 (Cardoso,o2017)
LDT29 (32) LDT460 (34)

A sintese do derivado LDT460 (34) teve como produto de partida o éster LDT29
(29) que foi submetido a reagdo de O-substituigdo com bromoacetato de etila como
descrito anteriormente (Cardoso, 2017). 34 foi obtido como sélido branco em
rendimento de 74 %, ponto de fusdo 38 °C-41 °C e Rf 0,60 (Hex:AcOEt 80 %:20 %),
praticamente o mesmo fator de retengcédo do LDT29 (29). A diferenciagao entre ambos
os compostos foi inicialmente evidenciada por revelagédo de placa cromatografica com
solugédo hidroalcoodlica de FeClz a 5 % em que foi detectada a presenca de fenol
apenas no precursor LDT29 (29).

Os assinalamentos em 3,91 ppm e 52,3 ppm em RMN de 'H (Anexo XIlI, pag.
108) e RMN "3C (Anexo XIV, pag. 109) foram atribuidos ao grupo metila do éster. Para
o grupo carbetoximetoxila foram evidenciados quarteto em 4,24 ppm para o metileno
do grupo etoxila; enquanto que o tripleto referente ao grupo metila estava sobreposto
ao multipleto na faixa de 1,25 ppm a 1,29 ppm. O metileno alfa a carbetoxila
(ArOCH>COOCH2CHz3) foi identificado como simpleto em 4,61 ppm. Nao foi observado
deslocamento quimico referente a hidroxila fendlica em ligacdo de hidrogénio
intramolecular presente no precursor 29 como simpleto em 11,09 ppm. Os sinais
referentes a subunidade carbetoxila no espectro de RMN de '3C foram confirmados
em 14,3 ppm e 61,5 para o grupo etoxila, 66,5 ppm para o metileno adjacente a

carboalcoxila e 168,7 ppm para a carbonila.
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6.1.9 Obtencdo do Derivado Acido 2-(2-(Carbometéxi)-3-pentadecilfenéxiacético
(LDT461, 38)

(o) HO
S o LiOH, THF/H,0 0
’ _ Aliquat 336, ta., 4h
80 %
C15Ha CisHa

15 (Ferreira, 2014) 15
LDT460 (34) LDT461 (38)

A partir do derivado éster LDT460 (34) foi sintetizado o acido LDT461 (38) por
reacdo de hidrdlise alcalina como descrita anteriormente para o derivado 37. O
derivado LDT461 (38) foi obtido em rendimento de 80 %, como sélido branco, ponto
de fus&o 86 °C-88 °C, caracterizado em CCD com unica mancha (Rf 0,20 Hex:AcOEt
80 %:20 %). A reacédo ocorreu de forma regiosseletiva com hidrélise do grupo
carbetoxilico e manutencdo do éster metilico provavelmente em funcdo do
impedimento estérico em face da cadeia alquilica e condi¢gdes brandas utilizadas no
experimento. A estabilidade plasmatica do éster metilico em humanos foi evidenciada
no trabalho de Rossi et al (2021) por periodo acima de 6 horas. Quimicamente, o éster
metilico do acido anacardico pode ser hidrolisado segundo ALVES (2015) com ter-
butéxido de potassio em DMSO a 40°C.

38 foi caracterizado pela presenca de simpleto em 3,95 ppm no espectro de
RMN de "H (Anexo XV, pag. 110) referente ao grupo metoxila do éster, corroborado
pelo deslocamento quimico em 52,3 ppm em RMN de *C (Anexo XVI, pag. 111).
Adicionalmente, a auséncia de sinais referente a subunidade carbetoxila de seu
precursor LDT460 (34) confirma a hidrélise regiosseletiva. A presenga de simpleto em
4,71 ppm foi atribuida ao metileno alfa ao grupo carboxila, ratificado pelo
deslocamento quimico em 67,0 ppm no espectro de RMN de 3C. No mesmo espectro
ainda foram observados os sinais referentes ao grupo carbometoxila em 169,32 ppm

e carboxila em 171,0 ppm.
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6.1.10 Obtengéo do Derivado 2-(2-Carbometoxi-3-pentadecilfenoxi)-2-
metilpropanoato de etila (LDT468, 36)

(o}
OH O ~ w><o 0
o
v e

= (0) BrC(CHg)2CO,Et, K,CO3, K (o)

| MeCN, 85 °C, 8 h
80%
/ C H31 C H31

15 (Ferreira, 2014) 15
LDT29 (32) LDT468 (36)

A sintese do derivado LDT468 (36) teve como produto de partida o éster LDT29
(29) que foi submetido a reacdo de O-substituicdo com a-bromoisobutirato de etila, na
presenca de Kl em acetonitrila como descrito anteriormente (Ferreira, 2014). 36 foi
como 6leo amarelo claro em rendimento de 74 % e Rf 0,50 (Hex:AcOEt 80 %:20 %).
A utilizacao do Kl visou a troca do bromo pelo iodo que favorece a reagao Sy2 de o-
alquilagao.

Os assinalamentos em 3,88 ppm em RMN de 1H (Anexo XVII, pag. 112) e e
52,1 ppm em RMN 3C (Anexo XVIII, pag. 113) foram atribuidos ao grupo metila do
éster. Para o grupo carbetéximetoxila foram evidenciados quarteto em 4,25 ppm para
o metileno do grupo etoxila; enquanto que o tripleto referente ao grupo metila estava
sobreposto ao multipleto na faixa de 1,26 ppm a 1,29 ppm. A presencga de simpleto
em 1,55 ppm foi atribuida as metilas geminadas alfa ao grupo carboxila, ratificada pelo
deslocamento quimico em 25,3 ppm no espectro de RMN de '3C. Os sinais referentes
a subunidade carbetoxila no espectro de RMN de '3C foram confirmados em 14,3 ppm
e 61,6 para o grupo etoxila, 80,2 ppm para o carbono terciario adjacente a
carboalcoxila e 174,6 ppm para a carbonila.

6.1.11 Obtengdo do Derivado Acido 2-(2-(Carbometéxi)-3-pentadecilfenéxiacético

(LDT469, 40)
fo) HO
~o \’%o o \H><O (0]
fo) (o]
O/ LiOH, THF/H,0 N 0/
Aliquat 336, 80°C, 4h | -
80 %
CysHaq Cis5H34

(Ferreira,°201 4) 15
LDT468 (36) LDT469 (40)

A hidrdlise alcalina do éster LDT468 (36) a temperatura de 80 °C, como descrito
por Ferreira (2014), levou a obtencéo do acido LDT469 (40) como solido branco em
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rendimento de 80 %, ponto de fusdo 86 °C-88 °C, e Rf 0,20 (Hex:AcOEt 80 %:20 %).
Mesmo realizada a temperatura de 80 °C, em fun¢c&do do impedimento estérico da gem-
dimetila, a reagédo ocorreu de forma regiosseletiva com hidrolise do grupo carbetoxila
e manutencao do éster metilico provavelmente em fungcdo do impedimento estérico
em face da cadeia alquilica.

40 foi caracterizado pela presenca de simpleto em 3,96 ppm no espectro de
RMN de 'H (Anexo XIX, pag. 114) referente ao grupo metoxila do éster, corroborado
pelo deslocamento quimico em 52,6 ppm em RMN de *C (Anexo XX, pag. 115).
Adicionalmente, a auséncia de sinais referente a subunidade carbetoxila de seu
precursor LDT468 (36) confirma a hidrélise regiosseletiva. A presenga de simpleto em
1,65 ppm foi atribuida as metilas geminadas alfa ao grupo carboxila, ratificada pelo
deslocamento quimico em 24,9 ppm no espectro de RMN de 3C. No mesmo espectro
ainda foram observados os sinais referentes ao grupo carbometoxila em 169,5 ppm e
carboxila em 177,3 ppm.

Um Resumo dos principais assinalamentos nos espectros de RMN de
hidrogénio e de carbono-13 estdo dispostos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Principais deslocamentos quimicos de RMN "H e de RMN de *C (ppm, CDCls)

RMN 'H / RMN *3C (ppm, CDCl:)
RMN Grupos
LDT11(23) | LDT28(29) | LDT29(32) | LDT197 (31)
H o 0,89-3,00 0,89-255 | 089289 | 088257
3¢ e 14,3-36,7 142336 | 14,31-36.84 | 14,3-33.29
H A 6.89-737 | 676727 | 672729 | 672711
r
3¢ 1106-163,8 | 121,7-156.4 | 1158-162,8 | 114,4-156.7
'H ArCO:CHs - 3,97 3,96 -
13C ArCO2CH3 - 52,2/169,1 | 52,3/172,1 -
H - - - -
ArCOOH
3c 176,5 - - -
1q - 3,82 - -
ArOCH;s
3¢ - 56,0 - -
1q - - - 493
ArCH;OH
13¢ . - - 60,2




Tabela 2: Principais deslocamentos quimicos de RMN de 'H e RMN de '*C (ppm, CDCls* ou DMSO**)
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RMN Grupos RMN "H/ RMN "*C (ppm, CDCI3:" ou DMSO™)
LDT457 (33) LDT460 (34) LDT468 (36) LDT458 (37)  LDT461 (38) LDT469 (40)
(W = CHsCH;) (W =CHsCH;) (W = CHsCH;) (W = H) (W = H) (W = H)
H 0,88-2,69 0,88-2,56 0,88-2,53 0,88-2,67 0,88-2,62 0,93-1,30; 2,62
3C CrsHn 14,3-33,4 14,3-33,6 14,2-33,7 14,3-33,4 14,3-34,1 14,2-33,7
H 6,67-7,15 6,65-7,25 6,64-7,16 6,72-7,19 6,75-7,31 6,88-7,29
3C Ar 109,7- 157,0 110,0-154,9 115,4-152,7 110,4-157 1 111,1-155,3 116,8-152,1
H ArOCH2COW 1,26-1,35/4,71 1,25-1,29/4,61 - 4,73 4,71 -
3C ArOCH2CO.W 14,3/65,9/169,7 14,3/66,5/168,7 -- 66,3/171,3 67,0/171,0 --
H ArOC(CHs).CO-W 1,26-1,35/4,71 1,25-1,29/4,61 1,55 4,73 4,71 1,65
3C ArOC(CHs).CO-W 14,3/65,9/169,7 14,3/66,5/168,7 25,3/174,6 66,3/171,3 67,0/171,0 24,9/177,3
H 4,78 - - 4,58 - -
3C ArCHOH 57,2 -- -- 57,4 -- --
H ArCO:CH;s -- 3,91 3,88 -- 3,95 3,96
3C ArCO:CHs -- 52,3/168,6 52,1/169,1 -- 52,7/169,3 52,6/169,5
3¢ ArOC(CHs).CO.W - - 80,2 - - 81,4
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6.2 AVALIACAO BIOLOGICA in vitro

Os compostos sintetizados, tantos os derivados quanto os produtos finais,
foram caracterizados por método espectroscopico, e posteriormente submetidos
ao ensaio farmacoldgico para avaliagdo de atividade transcricional.

O ensaio de gene reporter -luciferase foi realizado na Universidade de
Toronto, Canada, no Nuclear Hormone Receptors in Human Health and Disease.
Utilizando enzimas luciferinas para ativar o substrato por meio de oxidagao, a
reacdo contendo adenosina trifosfato (ATP), magnésio e oxigénio no meio,
resulta em bioluminescéncia que penetra na célula alvo, permitindo a avaliacao
da transcricao através da intensidade proporcional a atividade do composto
testado. Essa intensidade de luz é medida por luminbmetro e reportada como
unidades relativas (RLU) (PERDIGONES, et al., 2019; VIVIANI, PELETIR &
BEVILAQUA, 2022).

Em suma a ativagdo do PPAR gera uma cascata de expressao de genes
envolvidos no aumento da captacao intracelular e oxidagao hepatica de AG. Para
o teste luciferase as células Gal4-hPPAR foram usadas para a ativagdo do gene
Gal4, modificadas para expressar PPAR de interesse, sob o controle do promotor
Gal4. No procedimento, Gal4-hPPAR cultivadas em meio apropriado para
manter crescimento e viabilidade sdo plaqueadas em cultura em pogos (24 a 96)
a depender da escala do experimento, e sob tratamento experimental com as
solugcdes em diferentes concentracdes contendo os compostos candidatos a
agonistas PPAR LDT28 (29), LDT408 (26), LDT197(31), LDT457 (33), LDT458
(37), LDT460 (34), LDT461 (34), LDT468 (36), LDT 469 (40) e os controles acido
pirinixico (WY-14643, 15) e rosiglitazona (ROSI, 7) frente ao estimulo ocorre a
ativagcdo do PPAR proporcional a intensidade da bioluminescéncia emitida e

aferida pelo lumindmetro que reporta o resultado em RLU.
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6.2.1 PPARa

A avaliacao da capacidade dos compostos alvo de ativar o receptor PPARa
foi conduzida através do ensaio GAL4-hPPAR. Utilizou-se o agonista PPARa
WY-14643 (15) a 10 uM como controle positivo, e o veiculo DMSO a 0,1 %. Os
derivados-alvo foram solubilizados em veiculo dimetilsulféxido (DMSQO) para
obtencado de solugdo a 100 mM (milimolar) e depois diluidos as concentragdes

finais de 10 uyM, 25 pM e 50 pM para teste no modelo humano (Figura 14).

Figura 14: Atividade transcricional dos compostos-alvo para PPARa humano (hPPARa)

6-

Relative luciferase units

Legenda: Atividade transcricional in vitro em células HEK293 co-transfectada transitoriamente
com GAL4-hPPARa dos compostos LDT28 (29), LDT408 (26), LDT197(31), LDT457 (33),
LDT458 (37), LDT460 (34), LDT461 (34), LDT468 (36), LDT 469 (40) em concentragdes 10 uM,
25 uM e 50 pyM, sendo o veiculo DMSO a 0,1 % e o controle positivo WY-14643 a 10 uM. Os
dados foram representados na forma de média + EPM (N = 3). Unidades Relativas de Luciferase
(RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo. A resposta do veiculo &
evidenciada pela linha tracejada. O nivel de significancia adotado foi de p<0.05, teste de analise
unidimensional One-Way ANOVA seguido do teste de corregdo de Hol-Sidak para comparagao
de multiplos grupos.

Na primeira triagem, quando comparados ao veiculo, os resultados
demonstram que os compostos LDT28 (29), LDT460 (34) e LDT468 (36), mesmo
na concentracdo maxima testada (50 pM) n&o demonstraram atividade
transcricional apresentando resultado abaixo da resposta do veiculo DMSO. Por

sua vez, os compostos LDT197 (31) e LDT457 (33) exibiram atividade
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transcricional ndo significativa acima da resposta do veiculo. Ja os compostos
LDT408 (26), LDT458 (37) e LDT461 (38) foram capazes de ativar o receptor
PPARa, com atividade de transcricdo duas vezes maior que o veiculo, nas
concentragdes de 25 uM e 50 uM com destaque para o composto LDT469 (40)
cujo resultado foi obtido nas concentragdes de 10 uM e 25 pM. Nenhum dos
compostos testados superou o controle positivo WY-14643 (15), o que sugere
que os compostos 26, 37, 38 e 40 atuam como ativadores fracos'.

Com base nos resultados de atividade transcricional, os derivados LDT408
(26), LDT458 (37) e LDT461 (38) e LDT469 (40) foram submetidos a um novo
ensaio, em diferentes concentragdes (0,1 uM — 100,0 uM) para determinar sua
poténcia individual na ativagdo do receptor PPARa e confecgdo da curva dose-
resposta (Figura 15). De acordo com os valores de ECso foi possivel evidenciar
que o derivado LDT469 (40) demonstrou a maior poténcia neste ensaio, exibindo

os menores valores de ECsp para o modelo humano avaliado.

Figura 15: Valores de ECso para os compostos LDT408 (26), LDT458 (37) e LDT461 (38) e
LDT469 (40) para PPARa.
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~— LDT458 EC5, 8.7 uM —- LDT461 ECy, 14.5 uM
—= LDT408 EC5, 16.3 uM —= LDT469 EC,;, 5.8 uM

! Baseado no ECmax de 10uM do derivado LDT409 (SAHIN t al., 2022).
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6.2.2 PPARY

Para avaliacao frente ao PPARYy, os compostos-alvo foram submetidos a
testes como agonistas de PPARy por meio de ensaio com GAL4-hPPAR/GAL,
utilizando o agonista rosiglitazona (7) a 10 yM como controle positivo e DMSO a
0,1 % como veiculo. Os derivados-alvo foram solubilizados em veiculo
dimetilsulféxido (DMSQO) para obtencdo de solugdo a 100 mM (milimolar) e
depois diluidos as concentracdes finais de 10 uM, 25 yM e 50 uM para teste no

modelo humano (Figura 16).

Figura 16: Atividade transcricional dos compostos-alvo para PPARY humano (hPPARY)
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s |

Relative luciferase units
N
1

Legenda: Atividade transcricional in vitro em células HEK293 co-transfectada transitoriamente
com GAL4-hPPARy dos compostos dos compostos LDT28 (29), LDT408 (26), LDT197(31),
LDT457 (33), LDT458 (37), LDT460 (34), LDT461 (38), LDT468 (36), LDT 469 (40) em
concentracdes 10 uM, 25 uM e 50 uM, sendo o veiculo DMSO a 0,1 % e o controle positivo Rosi
a 10 yM. Os dados foram representados na forma de média + EPM (N = 3). Unidades Relativas
de Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo. A resposta do
veiculo é evidenciada pela linha tracejada. O nivel de significancia adotado foi de p<0.05, teste
de analise unidimensional One-Way ANOVA seguido do teste de corregao de Hol-Sidak para
comparacao de multiplos grupos.

Os resultados mostram perfil de atividade semelhante ao observado para
PPARa. Neste sentido, os compostos LDT28 (29), LDT460 (34) e LDT468 (36)
nao demonstraram atividade transcricional apresentando mesmo a 50 yM. Por

outro lado, os compostos LDT197 (31) e LDT457 (33) novamente ndo exibiram
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atividade transcricional significativa em relagéo da resposta do veiculo. Mais uma
vez, os compostos LDT458 (37) e LDT461 (38) foram capazes de ativar o
PPARy, com atividade de transcricido duas vezes maior que o veiculo, nas
concentragdes de 25 uM e 50 uM com destaque para os compostos LDT469 (40)
e LDT408 (26) cuja atividade transcricional foi observada ja na concentracdo de
10 M. Importante ressaltar que nenhum dos compostos testados superou o
controle positivo Rosiglitazona (7), indicando que os compostos 26, 37, 38 e 40
atuam como ativadores de PPARYy de baixa poténcia.

Para determinar as concentragdes efetivas (ECso) por meio da confecgéo e
analise da curva dose-resposta em diferentes concentragbes (0,1 yM — 100,0
MM), os derivados LDT408 (26), LDT458 (37) e LDT461 (38) e LDT469 (40) foram
avaliados quanto a poténcia individual na ativagdo do receptor PPARYy (Figura
17). De acordo com os valores de ECsp foi possivel evidenciar que o derivado
LDT458 (37) demonstrou a maior poténcia neste ensaio, exibindo os menores

valores de ECsp para o modelo humano avaliado.

Figura 17: Valores de ECso para os compostos LDT408 (26), LDT458 (37) e LDT461 (38) e
LDT469 (40) para PPARY.
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6.2.3 PPARRB/®

Para avaliacao frente ao PPARB/®, os compostos-alvo foram submetidos
a testes como agonistas de PPARPB/® por meio de ensaio com GAL4-
hPPAR/GAL, utilizando o agonista GW-0742 a 0,1 yM como controle positivo e
DMSO a 0,1 % como veiculo. Os derivados-alvo foram solubilizados em veiculo
dimetilsulféxido (DMSQO) para obtencdo de solugdo a 100 mM (milimolar) e
depois diluidos as concentracdes finais de 10 uM, 25 yM e 50 uM para teste no

modelo humano (Figura 18).

Figura 18: Atividade transcricional dos compostos-alvo para PPARB/d humano (hPPAR[/0)
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1.5

Relative luciferase units

Legenda: Atividade transcricional in vitro em células HEK293 co-transfectada transitoriamente
com GAL4-hPPARB dos compostos dos compostos LDT28 (29), LDT408 (26), LDT197(31),
LDT457 (33), LDT458 (37), LDT460 (34), LDT461 (38), LDT468 (36), LDT 469 (40) em
concentracdes 10 uM, 25 uM e 50 uM, sendo o veiculo DMSO a 0,1 % e o controle positivo GW-
0742 a 0,1 uM. Os dados foram representados na forma de média + EPM (N = 3). Unidades
Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo. A
resposta do veiculo é evidenciada pela linha tracejada. *P<0.05 (ANOVA) e Hol-Sidak.

Em uma primeira analise, os resultados da Figura 18 demonstraram que
os compostos-alvo n&o foram capazes de promover a ativagéo transcricional do
receptor PPAR[, uma vez que nenhum dos valores alcangou ou ultrapassou o
limite de ativagdo de duas vezes o valor do veiculo (representado pela linha
verde tracejada). Entretanto, uma vez que o controle positivo GW-0742 também
nao ativou o PPARB (1.4 RLU), ndo podemos afirmar que os compostos néo

apresentaram perfil de ativador.
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6.3 RELACAO ESTRUTURA-ATIVIDADE

Para compreender a relevancia dos grupos funcionais no perfil de
atividade dos compostos candidatos a agonistas PPAR, a analise da relagéo
estrutura—atividade permite inferir quais atributos moleculares séo relevantes
para o reconhecimento molecular pelos PPAR e sua ativacéo.

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

Neste sentido, o estabelecimento das relagcbes entre a estrutura quimica
e as atividades transcricionais para PPARa e PPARy no modelo humano sera
baseada nas estruturas e atividades dos compostos LDT15 (25), LDT16 (27),
LDT408 (26) e LDT409 (28) considerando as alteragbes moleculares nos
derivados-alvos de acordo com o planejamento estrutural (Esquema 1).

Adicionalmente, para facilitar a discussédo, ainda que de forma arbitraria,
utilizaremos as correlagdes estabelecidas na Tabela 3.

Tabela 3: Correlagdes entre os perfis de atividade transcrional para PPAR

Modulagao Estratégia
Razao Maior ECso/Menor ECso | Negativa | Positiva Negativa Positiva
Sem modulacao Equivalente
Menor que 10 vezes Nao Significativa Bem tolerada | Pouco Relevante
Entre 10 e 100 vezes Significativa Tolerada Relevante
Maior que 100 vezes Muito Significativa | Pouco Tolerada | Muito Relevante
Se EC50 for zero Farmacoférica Deletéria Essencial

Legenda: a. valor da ECso € maior; b. valor da ECso € menor; c. ndo altera o reconhecimento
molecular pelo PPAR.
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6.3.1 PPARa

O estabelecimento da relacdo estrutura-atividade para PPARa foi
baseado na estrutura Markush e nos valores de ECso para o PPARa
apresentados na Tabela 4. A analise visou relacionar, por meio da comparagéo
entre pares de compostos estruturalmente semelhantes, as modulagdes do perfil
transcricional de a-fenoxiésteres e a-fenoxiacidos a partir da inclusido das
subunidades hidroximetila (CH20H) e carbometoxila (CO2CHz) na posi¢ao Z dos
compostos de LDT15 (25), LDT16 (27), LDT408 (26) e LDT409 (28).

Tabela 4: Valores ECso para os a-fenoxiésteres LDT15 (25), LDT408 (26), LDT457 (33), LDT460
(34), LDT468 (36), e a-fenoxiacidos LDT16 (27), LDT409 (28), LDT458 (37), LDT461 (38) e
LDT469 (40) para PPARa

wo\”/A\o
0] y4

Composto w A V4 I: (I::?:I\:)
LDT15 (25) CHCHj CH; H 3,5
LDT457 (33) CHCHj CH; CH,OH -
LDT460 (34) CH.CHj CH: CO,CHs --b
LDT408 (26) CHCHj C(CHa) H 16,3
LDT468 (36) CHCHj C(CHa) CO2CHs --P
LDT16 (27) H CH, H 1,1
LDT458 (37) H CH CH,OH 8,7°
LDT461(38) H CH CO2CHs 14,5
LD409 (28) H C(CHa) H 0,5
LDT469 (40) H C(CHa) CO2CHs 5,8°

Legenda: *: Compostos referéncia - dados obtidos de Sahin et al. (2022). a. valor da ECso € maior
gue compostos referéncia; b: Sem atividade transcricional
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Derivados a-fenoxiésteres

Nenhum dos compostos-alvos da classe dos a-fenoxiésteres da série a
(A= CHz) — LDT457 (33), LDT460 (34) — ou da série b (A = C(CHa)2) — LDT468
(36) — foi capaz de ativar o receptor PPARa, como observado para os compostos
LDT15 (25) e LDT408 (26). Neste sentido, a inclusdo do grupo hidroximetila
(CH20H) ou carbometoxila (CO2CHzs) na posi¢cado Z do anel aromatico modulam
os perfis de atividade transcricional de forma farmacoférica negativa, sendo a
estratégia, portanto, deletéria, uma vez que levou a perda dos perfis
transcricionais observados para os compostos LDT15 (25) e LDT408 (26).
Considerando as caracteristicas dipolares dos substituintes em Z, os resultados
sugerem que a presenga de dipolos negativo do oxigénio e positivo de hidrogénio
ligado a oxigénio da subunidade hidroximetila no composto LDT457 (33)
referente ao alcool benzilico bem como os dipolos negativo do oxigénio da
carbometoxila e contribuicbes hidrofobicas da metila do éster ndo séao
reconhecidas pelo receptor.

Por sua vez, compostos LDT15 (25) e LDT408 (26), a adicdo de grupos
metila geminais (gem-dimetila, C(CHs);) ao carbono alfa leva a modulagéo
negativa ndo significativa de 4,6 vezes, sugerindo que a estratégia € bem

tolerada para reconhecimento pelo PPARa.

Derivados a-fenoxiacidos

Considerando os a-fenoxiacidos, tanto os compostos-alvos da série a (A=
CH2) — LDT458 (37), LDT461 (38) — quanto da série b (A = C(CH3)2) — LDT469
(40) — foram capazes de ativar o receptor PPARa, sendo o composto 40, o
melhor acidos das duas séries.

Inicialmente ponderando sobre os diferentes perfis de ativacdo do PPARa
entre a-fenoxiésteres e a-fenoxiacidos, estes dados mostram que a presenca do
ion carboxilato modula os perfis de forma farmacoférica positiva, sendo a
estratégia essencial, tendo que os ésteres inativos, quando transformados em
seus respectivos acidos, passaram a ser ativos.

Comparando os compostos da série a— LDT458 (37), LDT461 (38) — com

o acido LDT16 (27), a presenga das subunidades hidroximetila em 37 e
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carbometoxila em 38 modula negativamente os perfis de atividade transcricional
de forma ndo significativa (7,9 vezes) e significativa (13,2 vezes),
respectivamente. Desta forma, as diferentes estratégias de adigdo de grupos
funcionais (GF) mostraram que a presenga de contribuigdes hidrofilicas e
hidrofébicas dipolares permanentes e transientes, por meio dos dipolos negativo
do oxigénio e positivo de hidrogénio ligado a oxigénio bem como da metila —
pertinentes a cada GF —, foram bem toleradas para o composto LDT458 (37) e
toleradas para LDT461 (38).

Para a série b, foi sintetizado o composto LDT469 (40) planejado pela
inser¢ao da subunidade carbometoxila (A = C(CHz)2)) na posi¢do Z do composto
LDT409 (28). A presenga da referida subunidade modula o perfil de atividade
transcricional para o composto 40 de forma negativa e significativa de 11,6
vezes; sendo, portanto, a estratégia tolerada.

Sobre a presenga do grupo gem-dimetila no carbono alfa leva a
modulacdo positiva ndo significativa de 1,7 vezes, sugerindo que a estratégia é
pouco relevante para reconhecimento pelo PPARa.

Por fim, considerando o efeito orto das subunidades hidroximetila
(CH20H) e carbometoxila (CO2CH3) bem como as interagdes intramoleculares
destas subunidades com o oxigénio fendlico dos compostos-alvo — 0 que podem
alterar os aspectos conformacionais na subunidade salicilica — observou-se para
os a-fenoxiacidos da série a que o dipolo positivo de hidrogénio da hidréximetila
é capaz de formar ligagdo de hidrogénio intramolecular (LHi) como o oxigénio
fendlico levando a formacdo de anel de 6 membros que promove certa
coplanaridade e restricdo conformacional do oxigénio da subunidade a-fenoxila
(Figura 19). Do contrario, a presenca do grupo carbometoxila mais volumoso
tende a gerar conformagdes distorcidas mais ortogonais. Quando comparados,
os compostos LDT458 (37) e LDT461 (38) apontam para o favorecimento do
sistema mais coplanar que ortogonal, ainda que a diferenga do perfil de atividade

transcricional é n&o significativo (1,7 vezes).
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Figura 19: Efeito orfo e interagdes intramoleculares para os compostos LDT458 (37), LDT461
(38) e LDT469 (40)
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Considerando o PPARYy, o estabelecimento da relagdo estrutura-atividade
foi baseado na estrutura Markush e nos valores de ECsp (Tabela 5).
Tabela 5: Valores ECso para os a-fenoxiésteres LDT15 (25), LDT408 (26), LDT457 (33), LDT460

(34), LDT468 (36), e a-fenoxiacidos LDT16 (27), LDT409 (28), LDT458 (37), LDT461 (38) e
LDT469 (40) para PPARy

WO\H/A\O
0] y4

Composto w A Z Ehg:?pRl\)I()
LDT15 (25) CHCHj CH; H 29,0°
LDT457 (33) CHCHj CH; CH,OH -
LDT460 (34) CH.CHj CH: CO,CHs --b
LDT408 (26) CHCHj C(CHa) H 21,5
LDT468 (36) CHCHj C(CHa) CO2CHs --P
LDT16 (27) H CH; H 3,7
LDT458 (37) H CH, CH,OH 112
LDT461(38) H CH CO2CHs 26,3°
LD409 (28) H C(CHa) H 0,9
LDT469 (40) H C(CHa) CO2CHs 46,6°

Legenda: *: Compostos referéncia - dados obtidos de Sahin et al. (2022). a. valor da ECso € maior
gue compostos referéncia; b: Sem atividade transcricional
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Derivados a-fenoxiésteres

De maneira similar ao observado para PPARa, os a-fenoxiésteres da série
a (A= CH2) — LDT457 (33), LDT460 (34) — ou da série b (A = C(CHz3)2) — LDT468
(36) —n&o foram capazes de ativar o receptor PPARYy, evidenciando que inclusédo
das subunidades hidroximetila (CH2OH) ou carbometoxila (CO2CH3) na posicéo
Z do anel aromatico também levou a perda dos perfis transcricionais observados
para os compostos LDT15 (25) e LDT408 (26) o receptor gama. Em relagao aos
atributos dipolares dos substituintes em Z, os resultados apontam para o nao
reconhecimento molecular pelo PPARy das contribuicdes hidrofilicas dipolares
permanentes negativas de oxigénio (hidroxila e carbonila) e positivo de
hidrogénio ligado a oxigénio (hidroxila) bem como hidrofobica dipolar transiente
(metila).

Por sua vez, ao contrario observado para PPARa, a presenga do grupo
gem-dimetila no carbono alfa no composto 40 leva a modulacdo positiva ndo
significativa de 1,4 vezes quando comparado ao composto 38, sugerindo que a

estratégia € pouco relevante para reconhecimento pelo PPARYy.

Derivados a-fenoxiacidos

Da mesma forma, os a-fenoxiacidos apresentaram atividade transcricional
para ambas as séries, sendo novamente o composto LDT469 (40) o melhor
ativador avaliado para PPARYy. Adicionalmente, os resultados mostraram que o
ion carboxilato € atributo essencial para esta classe de compostos estudados.

Na comparagao dos compostos da série a — LDT458 (37) e LDT461 (38)
— com o acido LDT16 (27), observou-se que a presenga das subunidades
hidroximetila em 37 e carbometoxila em 38 modulou negativamente os perfis de
atividade transcricional. Esses efeitos foram n&o significativos tanto para LDT458
(2,9 vezes) quanto para LDT461 (7,1 vezes), revelando que a estratégia de
adicdo dos GF alcool benzilico e éster metilico foi bem tolerada. Adicionalmente,
os dados reforcam que contribuicbes hidrofilicas — associadas a dipolos
negativos de oxigénio e positivos de hidrogénio ligados ao oxigénio — e
hidrofébica — referente ao dipolo transiente da metila — sdo reconhecidas pelo
PPARYy.
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Em relagéo a série b, o composto LDT469 (40), contendo a subunidade
carbometoxila (A = C(CHs)2)) na posicdo Z do composto LDT409 (28),
apresentou diminuicdo do perfil de atividade transcricional de forma negativa e
significativa de 51,7 vezes, revelando que a estratégia é tolerada.

Sobre as diferengas no carbono alfa A, a presenga do grupo gem-dimetila
no composto 40 promove modulagdo negativa néo significativa de 1,8 vezes,
sugerindo que a estratégia € bem tolerada quanto ao reconhecimento molecular
pelo PPARYy.

Por fim, a luz do efeito orfo das subunidades hidroximetila (CH20H) e
carbometoxila (CO2CHj3) e interagdes intramoleculares sobre o oxigénio fendlico
dos compostos-alvo, os resultados para os compostos LDT458 (37) e LDT461
(38) reiteram a vantagem do sistema mais coplanar com modulagédo negativa e

nao significativo (2,4 vezes) do perfil de atividade transcricional para PPARYy.
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Conclusées e Perspectivas
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1 Conclusbes

As metodologias sintéticas utilizando o acido anacardico saturado (LDT11,
23) mostraram-se eficazes para obtencdo de 3 intermediarios e 6 compostos
finais em rendimentos variaram de 65 % a 97 %. As metodologias utilizadas para
obtencdo dos compostos, sendo elas desenvolvidas em laboratério ou
adaptadas da literatura, compreenderam reacdes classicas de interconversao de
grupos funcionais como O-alquilagdo, redugdo com hidretos metalicos e
atmosfera de hidrogénio e hidrélise, sob condigdes experimentais a temperatura
ambiente ou refluxo. A caracterizagao estrutural dos compostos intermediarios e
derivados-alvo foi realizada por métodos espectroscépicos de analise de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de "3C.

A avaliagao in vitro, por meio do ensaio de gene repdérter, revelou que
somente os a-fenoxiacidos LDT458 (37), LDT461 (38) e LDT469 (40) foram
capazes de promover a ativacdo a transcricional dos PPARa e PPARy em
modelo humano com valores de ECsoem concentragdes micromolar. Destacam-
se o perfil dos compostos LDT469 (40) para PPARa (ECso = 5,8 uM) e LDT458
(37) para PPARy (ECso = 11 uM).

O estudo da relacao-estrutura atividades considerando os atributos idnicos
e dipolares polares e apolares para PPARa e PPARy mostraram a relevancia do
grupo acido carboxilico para interagdes ion-dipolares com residuos de histidina
e tirosina contidos no LBD dos PPAR, favorecendo o recrutamento de proteinas
correguladoras e a estabilizagdo para ativagao da transcricdo do receptor.

Além disso, considerando o padrdo de substituicdo do carbono alfa-
carbonila, a presenca do grupo gem-dimetila apresenta diferentes modulagdes,
sendo positiva ndo significativa para PPARa — mimetizando os fibratos — e
negativa n&o significativa para PPARYy, sugerindo a importéncia da restricdo
conformacional promovida pelos grupos metilas, assim como de interagdes

hidrofobicas adicionais no aumento da poténcia mediada pelos compostos.
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Quanto ao efeito orfo dos grupos hidroximetila e carbometoxila, os
resultados sugerem favorecimento da conformag¢ao mais coplanar que ortogonal
mas com modulagdo do perfil de atividade transcricional de forma positiva e n&o
significativa.

De maneira geral, a adigao dos grupos funcionais hidréximetila (CH20OH) e
carbometoxila (CO2CH3) aos derivados LDT15 (25), LDT16 (27), LDT408 (26) e
LDT409 (28) — sintetizados por Ferreira (2014) e avaliados por Sahin et al (2022)
— tem-se que a estratégia foi deletéria para os compostos a-fenoxiésteres com
perda do perfil transcricional para os PPAR e variou de bem tolerada a tolerada
para os a-fenoxiacidos.

Por fim, pode-se inferir que os resultados obtidos foram suficientes para
validar o planejamento estrutural postulado, e evidenciar as modulagcdes dos

perfis de atividade transcricional para PPARa e PPARYy.

7.2 Perspectivas

Considerando que parte das moléculas planejadas n&o foram sintetizadas
e outros estudos tedricos e bioldgicos podem refinar o potencial desta nova
classe de compostos constituem perspectivas a este trabalho a obtencédo de
novos compostos e otimizacdo dos rendimentos globais reacionais; a
determinacdo parametros tedricos e experimentais de pKa, LogP, LogD e
solubilidade dos derivados-alvo bem como as avaliagdes da ativagao de genes
reguladores metabdlicos em hepatédcitos primarios de camundongos e a
diferenciacdo de adipdcitos em linhagem celular 3T3-L1 e expressédo das
proteinas adipocitarias aP2, LPL, CD36 e adiponectina in vitro. Adicionalmente,
a avaliacdo farmacologica in vivo dos melhores compostos e o do
estabelecimento da relacdo estrutura-propriedade-atividade quimica dos
possiveis agonistas duais PPARa/y permitirdo validar o planejamento estrutural
destes novos agonistas PPAR obtidos a partir do acido anacardico saturado
(LDT11, 23).
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Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) do acido anacardico saturado (LDT11, 23)
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ANEXO Il
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Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do acido anacardico saturado (LDT11, 23)
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ANEXO Il

Espectro de RMN de 'H

—

300 MHz, CDCI3) do composto 2-(hidroximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 31)
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ANEXO IV

Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 2-(hidréximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 31)
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ANEXO V
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Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) do composto 2-(2-(hidréximetil-3-pentadecilfenodxi)acetato de etila (LDT457, 33)
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ANEXO VI

Espectro de RMN de "*C (125 MHz, CDCIl3) do composto 2-(2-(hidréximetil-3-pentadecilfenoxi)acetato de etila (LDT457, 33)
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ANEXO VII

Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto acido 2-(2-hidroximetil-3-pentadecilfendxi)acético (LDT458, 37)
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ANEXO VI

Espectro de RMN de "3C (75 MHz, CDCls) do composto acido 2-(2-hidroximetil-3-pentadecilfendxi)acético (LDT458, 37)
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ANEXO IX

Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto 2-metoxi-6-pentadecilbezoato de metila (LDT28, 29)
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ANEXO X

Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 2-metoxi-6-pentadecilbezoato de metila (LDT28, 29)
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Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCI3) do composto 2-hidroxi-6-pentadecilben
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ANEXO XiIl
Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCls) do composto 2-hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 32)
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Espectro de RMN de 3H
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ANEXO XIV

Espectro de RMN de "*C (125 MHz, CDCI3) do composto 2-(2-carbetoximetdxi)-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT460, 34)
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ANEXO XV

Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCI3) do composto acido 2-(2-(carbometdxi)-3-pentadecilfendxiacético (LDT461, 38)
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ANEXO XVI
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Espectro de RMN de "*C (125 MHz, CDCIl3) do composto acido 2-(2-(carbometoxi)-3-pentadecilfenoxiacético (LDT461, 38)
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ANEXO XVII

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) do composto 2-(2-carbometdxi-3-pentadecilfenoxi)-2-metilpropanoato de etila (LDT468, 36)
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ANEXO XVIII

Espectro de RMN de "*C (125 MHz, CDCIl3) do composto 2-(2-carbometoxi-3-pentadecilfendxi)-2-metilpropanoato de etila (LDT468, 36)
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ANEXO XIX

Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto acido 2-(2-(carbometoxi-3-pentadecilfendxi)-2-metilacético (LDT469, 40).
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ANEXO XX
Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do composto acido 2-(2-(carbometoxi-3-pentadecilfendxi)-2-metilacético (LDT469, 40).
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