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RESUMO

FERREIRA, Thais de Araujo Marques. Sintese de Derivados do Cardanol e
Avaliacdo sobre Receptores Ativados por Proliferadores Peroxissomais.
Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da

Saude. Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

A modulacdo da expressdo de Receptores Ativados por Proliferadores
Peroxissomais (PPAR) esta implicada em diversas patologias metabdlicas e
constitui importante alvo de pesquisas de interesse terapéutico. A ativacdo de
PPAR resulta em atividades antilipidémica, anti-insulinica, antiapoptética, anti-
inflamatoria e antioxidante. Neste sentido, agonistas sintéticos PPAR foram
desenvolvidos para interagir especificamente com os PPARa, fibratos, e os
PPARYy, tiazolidinadionas, para o tratamento de dislipidemia e diabetes tipo 2,
respectivamente. No entanto, efeitos adversos que incluem ganho de peso,
edema, fratura 6ssea e toxicidade hepéatica, foram relatados. No ambito de uma
linha de pesquisas que visa a utilizacdo terapéutica de lipideos fendlicos
extraidos do liquido da casca da castanha de caju, este trabalho descreve o
planejamento, a sintese e a avaliacdo de novos ligantes PPAR. Neste contexto,
a estratégia sintética levou a obtencédo de 15 derivados-alvo em rendimentos
de 74% a 98%, que foram caracterizados por métodos espectroscépicos de
andlise. Os resultados farmacologicos referentes a ativacdo de PPAR
evidenciaram a capacidade dos ligantes de atuarem como ativadores de
transcricdo duais ou pan PPAR, com ECso a valores de micromolar. Em adicéo,
os derivados aumentaram a oxidacdo e a captacdo de &acidos graxos em
hepatécitos primarios, e foram indutores de adipogénese em pré-adipécitos
3T3-L1. O composto mais potente da série saturada foi designado como
composto modelo para avaliacdo farmacolégica in vivo, devido a seu perfil
transcricional com atividade balanceada e parcial PPARa/y, em Danio rerio
(zebrafish) e em modelo de obesidade induzida por dieta em camundongos,
resultando na regulacdo do metabolismo energético com reducédo dos efeitos

adversos apresentados pelos agonistas tradicionais de PPAR.

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



ABSTRACT

FERREIRA, Thais de Araujo Marques. Synthesis of Cardanol Derivatives
and Evaluation on Peroxisome Proliferator Activated Receptor. Tese
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude.

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

The modulation of Peroxisome Proliferator Activated Receptor (PPAR)
expression is involved in several metabolic pathologies and is an important
target for research of therapeutical interest. PPAR activation results in
antilipidemic, anti-insulin, antiapoptotic, anti-inflammatory and antioxidant
activities. Thus, PPAR synthetic agonists were developed to interact specifically
with PPARa the fibrates, and PPARYy the thiazolidinediones, for the treatment of
dyslipidemia and type 2 diabetes, respectively. However, side effects including
weight gain, edema, bone fracture and hepatic toxicity have been reported. In a
research line aimed at the therapeutic use of phenolic lipids extracted from the
cashew nut shell liquid, this study describes the design, synthesis and
evaluation of new PPAR ligands. In this context, the synthetic strategy provide
15 target derivatives with yields ranging from 74% to 98%, wich were
characterized by spectroscopic methods of analysis. The pharmacological
results regarding PPAR activation showed the ability of the ligands to act as
dual or pan transcriptional activators of PPAR, with ECso to micromolar values.
In addition, the derivatives increased the oxidation and uptake of fatty acids in
primary hepatocytes, and were considered inducers of adipogenesis in
preadipocytes. The best active compound of the saturated series was
designated as a model compound for pharmacological evaluation in vivo due to
their transcriptional profile with balanced and partial activity PPARa/y, in Danio
rerio (zebrafish) and in a mouse model of diet-induced obesity, resulting in
regulation of energy metabolism with less adverse effects compared to

traditional PPAR agonists.

Keywords: PPAR; Diabetes; Dyslipidemia; CNSL; Cardanol.
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Unidades Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de

luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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LDT540A (28) em células HEK293. Os dados
representam a média £+ EPM (N = 3). Unidades
Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de

luciferase / Galactosidase) x tempo

Atividade transcricional em PPARy dos compostos da
série saturada LDT10 (18), LDT15 (21), LDT16 (29),
LDT408 (24) e LDT409 (30) testados a concentracao de
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(RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase)
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Atividade transcricional em PPARy do LDT409 (30)
testado em concentragdes de 10,0 nM a 75,0 uM, em
células HEK293. Os dados representam a média £+ EPM
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Atividade luciferase dos compostos LDT15 (21), LDT16
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1.INTRODUCAO

Receptores Ativados por Proliferadores Peroxissomais (PPARs) sdo fatores
de transcri¢cdo induzidos por moléculas sinalizadoras lipofilicas que se dividem em
trés isoformas: PPARa, PPARPB/® e PPARYy, sendo particularmente efetivos na
manutencdo da homeostase energética celular por meio da inducdo da
sensibilizacdo insulinica e da promocéo da oxidacdo e armazenamento de acidos
graxos (DOMINGUEZ-AVILA et al. 2016; FENG et al., 2016; HASHIMOTO et al.,
2018; HAZLEHURST et al., 2016; MCQUEEN, 2010).

Agonistas  sintéticos de PPAR foram desenvolvidos para interagir
especificamente com PPARa, os fibratos, e PPARYy, as tiazolidinadionas (TZDs),
com o objetivo de ativar a expressdo de PPAR em células periféricas visando o
tratamento de dislipidemia e diabetes tipo 2, respectivamente. No entanto, a ativagcéo
farmacolégica de PPAR apresenta efeitos adversos, restringindo sua utilizacdo
terapéutica (AMENT et al., 2015; CAPELLI et al., 2016; DOMINGUEZ-AVILA et al.
2016; LAGANA et al., 2016).

Apesar dos efeitos adversos associados ao agonismo do receptor, O
desenvolvimento de novos ligantes com acdo mediada por PPAR tem sido re-
explorado como alvo para diferentes doencas. Adicionalmente, estudos na area da
lipidbmica, estudo qualitativo e quantitativo da composicédo de lipideos em sistema
biolégico relacionados a doencas como céancer, diabetes, doenca de Alzheimer e
doencas infecto-contagiosas, tém focado interesse no papel dos acidos graxos e
seus derivados na modulacao dos PPARs.

No ambito de uma linha de pesquisas que visa a utilizacdo de lipideos
fendlicos extraidos de Anacardium occidentale, este trabalho descreve o
planejamento, a sintese e a avaliacdo de novos ligantes PPAR a partir do cardanol,
derivado do liquido da casca de castanha de caju (LCC). A cadeia alquilica do
cardanol, similar aos acidos graxos de cadeias longas, possui caracteristicas
relevantes para o reconhecimento hidrofobico nos sitios de reconhecimento
molecular, bem como no desenvolvimento de novas funcionalidades por meio de
interconversdo de grupos funcionais (HAMAD; MUBOFU, 2015; NG et al.,, 2017;
VASAPOLLO et al., 2011).
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1.1 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES PEROXISSOMAIS

Os Receptores Ativados por Proliferadores Peroxissomais, pertencentes a
familia de Receptores Nucleares (RN), sdo fatores de transcricdo ativados em
resposta a moléculas sinalizadoras lipofilicas, originalmente clonados a partir de
peroxissomas hepéticos de ratos, organelas responsaveis pela regulagdo do
metabolismo de acidos graxos (CORONA; DUCHEN, 2016; GHONEM; ASSIS;
BOYER, 2015; KAHREMANY et al., 2014; SCHWARZ et al., 2016).

Os PPARs estéo vinculados a diversos processos metabolicos, implicados na
proliferacdo e diferenciagdo celular, angiogénese e protecdo vascular.
Particularmente efetivos na sensibiliza¢do insulinica do tecido adiposo, musculo e
figado, bem como na promocao da captacdo e armazenamento de acidos graxos, 0s
PPARs sdo considerados importantes alvos terapéuticos de doencas metabdlicas
(CORONA, DUCHEN, 2016; DOMINGUEZ-AVILA et al. 2016; FENG et al., 2016;
HAZLEHURST et al., 2016; SANTOS, 2014).

Trés isotipos desta familia de receptores foram identificadas em mamiferos,
PPARa, PPARB/® e PPARY, codificadas por distintos genes, com diferentes perfis de
expressdo nos tecidos, especificidade de ligantes e atividades regulatérias
metabolicas (DUBOIS et al., 2017; DUHART et al., 2016; HASHIMOTO et al., 2018;
LAGANA et al., 2016).

Neste sentido, temos PPARa ou NR1C1l — membro 1 do grupo C da
subfamilia 1 dos RN codificado por genes localizados no cromossomo 22q12.2-13.1
—; PPARPB/® ou NR1C2 — membro 2 do grupo C da subfamilia 1 dos RN codificado
por genes localizados no cromossomo 6p21.1-21.2 — e PPARy ou NR1C3 — membro
3 do grupo C da subfamilia 1 dos RN codificado por genes localizados no
cromossomo 3p25 (DONG et al., 2015; DUBOIS et al., 2017; SAHEBKAR; CHEW,
WATTS, 2014; TAIN; HSU; CHAN, 2015).

1.2 PPARa

O suptipo a é expresso em tecidos metabolicamente ativos incluindo figado,
coracdo, mucosa intestinal, musculo esquelético, tecido adiposo marrom (TAM), e

possui como ligantes enddgenos: acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa,
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acido linoleico, &cido docosaexaenoico e acido eicosapentaenoico, derivados do
acido araquidonico e endocanabindides (AMENT et al., 2015; DOMINGUEZ-AVILA
et al. 2016; LAGANA et al., 2016; YAMADA et al., 2016).

A ativagdo de PPARa reduz os niveis de triglicerideos (TG) e de colesterol
LDL (c-LDL), enquanto aumenta a sintese de colesterol HDL (c-HDL) através de
mecanismos que incluem (3 oxidagao hepatica, promog¢ao do transporte de acidos
graxos, inducdo da expressédo de lipoproteina lipase, modulacdo de vias hepéaticas
lipogénicas, e estimulacdo da sintese de apolipoproteinas (AMENT et al., 2015;
BARB; PORTILLO-SANCHEZ; CUZI, 2016; HASHIMOTO et al., 2018; ISHIBASHI et
al., 2016; YAMADA et al., 2016).

Em adicdo, a ativacdo de PPARa também exerce atividade anti-inflamatéria
por meio da reducédo da expressao das proteinas estimuladoras de ligacdo CCAAT
alfa (CEBPa) e beta (CEBPB) e do Fator de Transcricdo Nuclear kappa B (NF-kB),
levando a baixos niveis de proteina C-reativa, Interleucina-6 (IL-6) e prostaglandinas
(BOTTA et al., 2018).

Os efeitos de PPARa sao predominantes no figado, onde o receptor
desempenha papel-chave na reducdo da gordura hepética e previne a esteatose. No
figado, no pancreas e o no tecido adiposo, a ativagdo de PPARa induz a expressao
do Fator de Crescimento de Fibroblastos 21 (FGF21), responsavel pela regulacao do
metabolismo de lipideos e da glicose, promocdo da oxidacdo de acidos graxos e
cetogénese. Assim como, aumenta a expressao de Proteina 4 que é semelhante a
Angiopoietina (ANGPTL4) com agdo no armazenamento e mobilizagdo de lipideos
séricos, reduzindo os niveis de c-LDL (AMENT et al., 2015; LAGANA et al., 2016;
TAIN; HSU; CHAN, 2015; ZAREI et al., 2017).

Os fibratos, derivados ariléxialquilacidos (Figura 1), correspondem aos
agonistas sintéticos de PPARa como genfibrozila (1), fenofibrato (2), clofibrato (3) e
ciprofibrato (4), sendo aprovados pelo Food and Drug Admistration (FDA) e
disponiveis comercialmente para o tratamento de dislipidemia. Por sua vez,
bezafibrato (5) € considerado agonista pan PPAR por ativar os trés isotipos: PPARGq,
PPARB/6 e PPARy (DUBOIS et al, 2017; GHONEM; ASSIS; BOYER, 2015;
LAGANA et al., 2016; TAIN; HSU; CHAN, 2015).
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Figura 1: Estrutura molecular dos fibratos, agentes anti-lipidémicos, agonistas sintéticos PPARa
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Fonte: BERGER; ROBERTS, 2005; GUERRE-MILLO et al., 2000

A ativacdo do receptor por essa classe de farmacos resulta na reducéo de 30-
50 % de TG plasmaéticos, diminuicado dos niveis de VLDL e aumento de 5-20 % de c-
HDL, em consequéncia da B oxidagado, lipdlise e inducdo da transcricdo de
apolipoproteinas Al/All. Como resultado tem-se a reducéo de aterosclerose, melhora
da sensibilidade insulinica e dos niveis plasmaticos de glicose. Os fibratos sdo bem
tolerados pela maioria dos pacientes; porém, alguns efeitos adversos foram
observados e incluem disturbios gastrointestinais e toxicidade hepética, associados
a proliferacdo de peroxissomas no figado (ISHIBASHI et al., 2018; LAGANA et al.,
2016; SANTOS, 2014; TAIN; HSU; CHAN, 2015; UGWU et al., 2018).

1.3 PPARB/S

PPARB/® possui alta expressao na pele, figado, musculo esquelético, tecido
adiposo e coracdo, sendo expresso ubiqguamente em outros tecidos, e ativado
endogenamente por acidos graxos de cadeia longa, triacilgliceréis, prostaciclinas e
acido retindico (AMENT et al., 2015; DOMINGUEZ-AVILA et al. 2016; LAGANA et
al., 2016; RIGANO; SIRIGNANO; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017).
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Fisiologicamente, a expressdo de PPAR[B/d promove sensibilidade insulinica,
reducdo dos niveis de glicose, [ oxidagdo de acidos graxos no tecido adiposo e
regulacdo da fisiologia do musculo esquelético, melhorando os perfis lipidicos e
prevenindo a obesidade. Em estudos com animais knockout do receptor B/d, os
camundongos apresentaram intolerancia a glicose sob dieta normal e foram
induzidos a obesidade quando administrada dieta rica em lipideos (AMENT et al.,
2015; DOMINGUEZ-AVILA et al. 2016; DONG et al., 2015; KAHREMANY et al.,
2014; LAGANA et al., 2016; TAIN; HSU; CHAN, 2015; ZAREI et al., 2017).

Agonistas sintéticos PPARB/d como GW501516 (6), GW0742 (7) e L-1650 (8)
(Figura 2) foram desenvolvidos e estdo sendo avaliados para o tratamento de
sindrome metabdlica, obesidade, diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares,
resultando na regulacdo do metabolismo de lipideos e da homeostase energética, na
prevengao da hipertenséo arterial, na redu¢cdo do remodelamento cardiovascular e
da inflamagao, na promogéao da fungéao endotelial, inibicdo do estresse oxidativo e da
sinalizacdo proliferativa (AMENT et al., 2015; LAGANA et al., 2016; SAHEBKAR;
CHEW; WATTS, 2014; TORAL et al., 2017).

Figura 2: Estrutura molecular de agonistas sintéticos PPARPB/O, desenvolvidos e com uso
descontinuado pela presenca de efeitos adversos
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Fonte: GILLILAN; AYERS; NOY, 2007; WOOD, 2006

Em adicéo, estudos recentes evidenciaram o papel de PPARB/6 na inducao
da diferenciacado terminal e inibicdo da inflamacdo inata, sugerindo seu efeito

anticancer. Adicionalmente, pacientes com cancer colorretal apresentaram menor
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expectativa de vida quando observados niveis reduzidos desse receptor,
demonstrando a necessidade de novos estudos para estabelecimento dos efeitos
fisiolégicos resultantes da ativacéo do isotipo /6 (LAKSHMI et al., 2017; SANTOS,
2014).

1.4 PPARY

O isotipo y divide-se em duas proteinas, PPARy1, expresso ubiquamente na
maioria dos tecidos, e PPARYy2, expresso restritamente no tecido adiposo branco
(TAB) e marrom. Esta ultima difere pela presenca adicional de 30 residuos de
aminoacidos no dominio amino-terminal que confere maior atividade transcricional
quando comparado a PPARy1 (DOMINGUEZ-AVILA et al. 2016; LAGANA et al.,
2016; MINATEL et al., 2016; RIGANO; SIRIGNANO; TAGLIALATELA-SCAFATI,
2017).

Os ligantes enddgenos de PPARYy incluem &cidos graxos poli-insaturados,
prostanoides, acido nitrooléico, o derivado de prostaglandina J2 15-dedxi-delta-12,14
e endocanabinoides. A acdo central do receptor da-se na regulacdo do metabolismo
de lipideos e da glicose, através da promocédo da adipogénese, armazenamento de
lipideos, sensibilidade insulinica e utilizacdo de glicose. Em adicdo, a ativacdo de
PPARy promove o efluxo de colesterol dos macrofagos, reduzindo a inflamacéo, e
esta implicada na regulacdo da expressédo de citocinas e de células, resultando em
remodelamento do equilibrio imunolégico (AMENT et al., 2015; CHOI et al., 2018;
DOMINGUEZ-AVILA et al. 2016; DUHART et al., 2016; FENG et al., 2016; LAGANA
et al., 2016).

Em particular, PPARy2 consiste em um efetivo ativador de transcricéo,
modulado durante a ingestdo de nutrientes e em resposta a obesidade, por prevenir
lipotoxicidade, promover a excre¢do de lipideos dos tecidos periféricos, estimular a
resposta proliferativa de células B a sensibilidade insulinica, promover a
diferenciacdo de adipodcitos e mediar a funcionalidade termogénica de adipocitos
marrons (DUHART et al., 2016; LAGANA et al., 2016; LASAR et al., 2018).

A ativacdo de PPARy por agonistas sintéticos da-se por derivados
tiazolidinadibnicos como a rosiglitazona (9), pioglitazona (10) e troglitazona (11)

(Figura 3), que determinam as modificagdes na morfologia celular dos adipdcitos,



25

induzindo a diferenciacdo de células estaminais do tecido adiposo em adipdcitos
maduros, a distribuicdo de gordura, a melhora da resisténcia insulinica pela
expressao de fatores adipocitarios e protecdo de células pancreéticas, e a regulacéo
dos metabolismos de lipideos e da glicose (DUHART et al., 2016; JIA et al., 2014;
LAGANA et al., 2016; PAN et al., 2017).

Figura 3: Estrutura molecular das tiazolidinadionas, sensibilizadores insulinicos, agonistas sintéticos
PPARy
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Fonte: MABILLEAU; CHAPPARD; BASLE, 2011; SAHIN, 2017

Em adicéo, evidéncias sugerem que os efeitos antidiabéticos mediados pelas
TZDs ocorra por mecanismos que ndo dependam somente da ativacdo do receptor,
e sim por bloquear um processo denominado de fosforilagdo. A inibicdo da
expressao génica da quinase dependente de ciclina 5 (CDK5), reduz a fosforilagéo
de Ser 273 de PPARYy, modificando a expressao de genes, promovendo o aumento
dos niveis de adiponectina e a sensibilidade insulinica mediada por esta classe de
compostos (BRIDI, 2016).

No entanto, as TZDs promovem efeitos adversos que incluem a sintese de
triglicerideos, expansdo do tecido adiposo e ganho ponderal, retencdo de liquidos
nos ductos coletores renais, toxicidade hepatica, falha cardiaca congestiva, quando
o tratamento é iniciado em paciente com disfuncdo diastélica ou doenca cardiaca
congestiva, assim como perda de massa 0ssea no género feminino por induzir
adipogénese e osteoclastogénese no 0sso, e inibir a diferenciagdo de osteoblastos,
limitando sua utilizagéo terapéutica (AN et al., 2018; BARB, PORTILLO-SANCHEZ,
CUZI, 2016; DOMINGUEZ-AVILA et al. 2016; JIA et al., 2014; PAN et al., 2017).
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Os efeitos adversos mediados pelas TZDs podem ocorrer pelo agonismo
total, potente e seletivo em PPARYy, conduzindo a sua ativagéo supra fisiolégica em
varios tecidos e 6rgéaos, ou devido a efeitos especificos de determinado composto,
como 0 uso da rosiglitazona associado ao risco de infarto do miocéardio (CHRIST,
2016).

Empregada de forma comercial, mas restrita a alguns paises da Europa
devido ao aparecimento de casos de cancer de bexiga, a pioglitazona € a Unica TZD
disponivel para uso clinico como sensibilizadora insulinica e adicionalmente atuando
na reducdo dos niveis de glicose e triglicerideos circulantes (DUHART et al., 2016;
LEE et al., 2017).

Neste sentido, novos estudos propde a busca por ligantes seletivos, que
modulem parcialmente a ativacdo de PPARYy, estabilizem o receptor e induzam o
bloqueio da fosforilacdo de Ser273, promovendo as atividades benéficas de sua
ativagcdo na reducgdo da glicose e sensibilizacé@o insulinica, com reducéo dos efeitos
secundarios indesejados (BRIDI, 2016).

1.5 ORGANIZACAO ESTRUTURAL E MECANISMO DE ATIVACAO DOS PPARs

A organizacao estrutural dos PPARs, assim como de outros receptores
nucleares, é composta por regiées e dominios funcionais (Figura 4). A regido amino-
terminal A/B, com funcao de transativacéo independente de ligante (AF-1), permite a
interacdo do receptor com co-ativadores, co-repressores e outros fatores de
transcricdo. O dominio de ligacdo ao DNA (DBD) atua no reconhecimento de
elementos responsivos ao PPAR (PPRE). Por sua vez, o hinge ou regido de
dobradica serve de elo entre o DBD e o dominio de ligacédo ao ligante (LBD), o qual
tem funcdo de transativacdo dependente de ligante e apresenta 60 a 70 % de
homologia entre os isotipos. Por fim, a regidao carboOxi-terminal (AF-2), permite
modificacdes conformacionais do receptor na presenca do ligante, conduz ao
recrutamento de co-ativadores e desligamento de co-repressores (DUHART et al.,
2016; KAHREMANY et al.,, 2014; MANSOUR, 2014; RIGANO; SIRIGNANO;
TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017; SCHWARZ et al., 2016).
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Figura 4: Estrutural geral dos receptores nucleares representando as regiées amino (N) e carbdxi-
terminais (C), dominio de ligacdo ao DNA (DBD), regido de dobradica (Hinge) e dominio de ligacao
ao ligante (LBD)

Regiado . Regiao
N - terminal DBD Hinge LBD C - terminal

DBD

Fonte: Adaptado de Wikimedia Commons, 2007

O comprimento e a sequéncia de aminoacidos de cada dominio variam entre
os PPARs, assim como as alteragbes funcionais. Todos 0s subtipos apresentam o
LBD em formato de “Y”, constituido por um bracgo central predominantemente polar e
bem conservado, e dois bracos laterais hidroféficos e menos conservados. Por sua
vez, o LBD de PPARa e PPARY ¢ significativamente maior que o de PPAR/®, que
possui 0 dominio mais estreito na regido adjacente a hélice 12. Como resultado,
PPARB/® ndo acomoda substituintes volumosos, limitando a busca por ligantes (AN
et al., 2018; BATISTA et al., 2012; XU et al., 2001).

Adicionalmente, a agéo e os efeitos adversos de agonistas PPAR dependem
da interagdo com algumas moléculas que atuam como co-ativadoras — histonas
acetiltransferases (p300/CBP) — ou co-repressoras — histonas desacetilases (NCor,
SMRT) — resultando no remodelamento da cromatina e interagcdo com a maquinaria
basal de transcricdo (CAPELLI et al., 2016; GHONEM; ASSIS; BOYER, 2015;
LAGANA et al., 2016; SANTOS, 2014; TAIN; HSU; CHAN, 2015).
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Uma vez ativado por ligantes enddgenos ou sintéticos (Figura 5) que
interagem com seu dominio LBD, PPAR se heterodimeriza com o Receptor X
Retindide (RXR) promovendo a dissociacdo de proteinas co-repressoras € 0
ancoramento de proteinas co-ativadoras. A expressao do gene alvo é regulada pela
ligacdo do DBD do heterodimero PPAR-RXR a extremidade 3’ e 5’ dos elementos
responsivos ao PPAR no nucleo celular. Os PPRE correspondem a repeticdes de
sequéncias consenso AGGTCA separadas por um nucleotideo, responséaveis pelo
inicio da transcricdo de genes alvo e inducdo da sinalizacdo de cascatas que
medeiam os efeitos fisiolégicos do receptor na regulacdo de processos metabdlicos
(DOMINGUEZ-AVILA et al. 2016; DUBOIS et al., 2017; DUHART et al., 2016;
LAGANA et al., 2016; SCHWARZ et al., 2016; YAMADA et al., 2016).

Figura 5: llustracdo do mecanismo de ativacdo ligante-dependente de PPAR
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Fonte: Adaptado de TORAL et al., 2017

Na auséncia de ligante, o heterodimero PPAR-RXR encontra-se em sua
forma inativa ligado a proteinas co-repressoras, as quais recrutam desacetilases de
histonas, responsaveis por condensar a estrutura da cromatina no local da interagcéao

entre o receptor e seus elementos responsivos, impedindo a ativagdo da maquinaria
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transcricional de genes (CAPELLI et al, 2016; RIGANO; SIRIGNANO;
TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017; TAIN; HSU; CHAN, 2015).

1.6 PPAR COMO ALVO TERAPEUTICO PARA DOENCAS METABOLICAS

1.6.1 Sindrome Metabdlica

A sindrome metabdlica acomete cerca de 25 % da populacdo mundial e sua
prevaléncia crescente esta relacionada a alimentacdo rica em lipideos e falta de
atividade fisica, em associacdo ao aumento da idade. Por definicdo, a sindrome
metabdlica € uma condicao fisiopatoldgica representada pela juncdo de desordens
relacionadas ao desequilibrio na utilizacdo e armazenamento de energia, incluindo
diabetes tipo 2, aterosclerose, esteatose hepatica e doenca cardiovascular
(BLACKFORD et al., 2016; DONG et al., 2015; DUBOIS et al., 2017; HWANG; LEE,
2016; PAN et al., 2017; RIGANO; SIRIGNANO; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017).

Pacientes com sindrome metabdlica apresentam cinco vezes maior risco para
o desenvolvimento de diabetes tipo 2, devido a resisténcia insulinica e a obesidade
abdominal, o que resulta em maior incidéncia de infarto do miocardio, em torno de
trés a quatro vezes. Em adicdo, os danos degenerativos ocasionados a estrutura
vascular pelo acumulo de lipideos conduzem a aterosclerose, a maior causa de
doencga cardiovascular. Desta maneira, individuos com diagnostico de sindrome
metabdlica apresentam como principal comorbidade o risco -cardiovascular,
responsavel por 31 % dos Obitos mundiais (BLACKFORD et al., 2016; HWANG,;
LEE, 2016; ISHIBASHI et al., 2016; SZKUP et al., 2018).

Duas abordagens sdo utilizadas para o tratamento da sindrome metabdlica.
Inicialmente, modificacbes nos habitos de vida através da reducdo da captacédo de
calorias e aumento do gasto energético pela atividade fisica. Em segundo lugar,
estdo as intervencbes farmacéuticas voltadas ao tratamento individual dos
componentes da sindrome (BLACKFORD et al., 2016; DUBOIS et al., 2017; WANG
et al., 2014).

Evidéncias recentes suportam a importancia terapéutica dos PPARs como

alvo para o tratamento farmacologico das doencas metabdlicas, uma vez que séo
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responsaveis por promover sensibilidade insulinica, reduzir a inflamacéo e regular o
metabolismo de lipideos e da glicose, mecanismos patoldégicos comuns as
desordens metabdlicas (DONG et al.,, 2015; DUBOIS et al., 2017; RIGANO;
SIRIGNANO; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017; TAIN; HSU; CHAN, 2015).

Além disso, PPARs sao expressos no sistema cardiovascular, onde a
ativacado do isotipo a pode inibir a producdo de endotelina 1 e reduzir a fibrose
cardiaca, enquanto a ativacdo de PPARy regula a hipertrofia de cardiomidcitos e
reduz a pressao arterial, melhorando a estrutura do miocéardio e resultando em
efeitos protetores cardiacos (SUN et al., 2018; SZKUP et al.,, 2018). Estudos
recentes demonstraram efetiva acdo dos fibratos na prevencdo de doenca
cardiovascular (FUJIOKA, 2018; ISHIBASHI et al., 2018).

1.6.2 Dislipidemia e Obesidade

A dislipidemia consiste em uma desordem lipidica caracterizada por excesso
de TG, reducdo dos niveis de c-HDL e elevacdo de c-LDL. Quando associada a
obesidade, a dislipidemia é considerada fator de risco ao desenvolvimento de
comorbidades incluindo aterosclerose, problemas cardiovasculares e diabetes tipo 2
(DEROSA; SAHEBKAR; MAFFIOLI, 2017; PADMANABHAN; ARUMUGAM, 2014;
SAHEBKAR; CHEW; WATTS, 2014).

Por sua vez, a obesidade é definida como o acumulo de gordura anormal e
esta correlacionada a fatores genéticos, sociais, ambientais, mudancas no fenétipo
adipocitario bem como das funcBes enddcrinas e metabdlicas, que alteram o
equilibrio entre a ingestdo e o gasto energético. O tamanho dos adipécitos e a
resisténcia insulinica sdo aumentados, resultando em falha na adipogénese e
modificacdo da fisiologia do tecido adiposo (COELHO et al., 2016; CHRIST, 2016;
LAGANA et al., 2016; LASAR et al., 2018; YAMADA et al., 2016).

Dentre as adipocinas produzidas nos adipdcitos, a adiponectina tem papel
crucial na homeostase da glicose e na regulacdo do metabolismo lipidico no figado e
no musculo esquelético, sendo capaz de alterar substancialmente a anatomia do
tecido adiposo e atuar como indutora de sensibilidade insulinica e anti-aterogénese
(DUHART et al., 2016; ELISSA; ELSHERBINY; MAGMOMAH, 2015; HASHIMOTO
et al., 2018; LAGANA et al., 2016; MINATEL et al., 2016).
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A leptina € um horménio expresso por adipécitos, correlacionado ao contetdo
lipidico das células e responsavel pelo controle homeostatico da massa de tecido
adiposo. O ganho de peso corporal conduz a hipertrofia de adipécitos e aumento dos
niveis de expressao de leptina, que por sua vez, inibe a ingestdo de alimentos e
reduz a massa do tecido. Do mesmo modo, com a reducdo do peso e perda de
gordura, os niveis de leptina sdo diminuidos, levando ao aumento da ingestdo de
alimentos e ganho de peso. Os sinais sao enviados ao hipotalamo para a regulacao
da relacdo fome/saciedade e potencialmente perturbam seu feedbak, ocasiondando
resisténcia a esse hormonio e contribuindo ao ganho de peso (FATMAWATI et al.,
2018; ZHANG et al., 2018).

Pacientes obesos apresentam resisténcia a leptina e baixos niveis de
adiponectina, ocasionado o acumulo de lipideos e resisténcia insulinica, reducéo de
c-HDL e aumento de TG plasmaticos. Adicionalmente, a resisténcia insulinica
também é ocasionada pelo aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias
derivadas do acumulo de macréfagos no tecido adiposo visceral, NF-kB, IL-6 e
interleucina 1-B (IL-1B), que inibem a sinalizacdo local e sistémica da insulina
(DUHART et al., 2016; ELISSA; ELSHERBINY; MAGMOMAH, 2015; LAGANA et al.,
2016; MINATEL et al., 2016; SANTOS, 2014; ZHANG et al., 2018).

Neste sentido, o tecido adiposo desempenha importante papel na regulacéo
da homeostase energética, constituindo alvo de tratamento para obesidade e
hiperlipidemia. Dentre os receptores ativados por proliferadores peroxissomais,
PPARa é considerado o maior regulador do metabolismo lipidico hepatico e
corresponde ao alvo molecular farmacolégico de agentes antilipidémicos, os fibratos
(DEFOUR et al., 2018; GHONEM; ASSIS; BOYER, 2015; LAGANA et al., 2016).

PPARYy, o maior regulador da diferenciacdo de adipdcitos no corpo humano,
desempenha um papel essencial no metabolismo de lipideos, mediando a obtencao
de caracteristicas termogénicas pelo tecido adiposo branco. Desta maneira, estimula
a divisdo de adipécitos em pequenas goticulas lipidicas e a transcricdo de genes
responsaveis pelo catabolismo lipidico e associados a termogénese, incluindo a
proteina desacopladora 1 (UCP1) (DEFOUR et al., 2018; LASAR et al., 2018).

PPARYy no tecido adiposo (Figura 6) pode induzir a apoptose de células de
gordura; promover a conversdo de adipdcitos para tamanho menor com maior

potencial de armazenamento lipidico; ocasionar a diferenciacdo de pré-adipdcitos
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em células maduras; reduzir os depdésitos de gordura e aumentar a expressao de

genes associados ao armazenamento de triglicerideos e lipogénese.

Figura 6: llustracéo da adipogénese estimulada pela ativagdo de PPARy
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Fonte: Adaptado de MINATEL et al., 2016
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Em adicdo, a ativacdo deste receptor é responsavel pela regulacdo da
expressao de dois marcadores terminais da adipogénese: proteina de adipdcitos tipo
2 (aP2) e fosfoenolpiruvato carbéxiquinase, assim como, também é responsavel pelo
aumento dos niveis de adiponectina ao final da diferenciagdo, resultando em
melhora da resisténcia insulinica e reducédo de gordura hepética (DUHART et al.,
2016; LAGANA et al., 2016; MINATEL et al., 2016).

A adipogénese estimulada em resposta a utilizacéo clinica das TZDs tem sido
associada a expressao dos fatores de crescimento de fibroblastos 1 (FGF1) e
FGF21 que atuam no tecido adiposo visceral, na promoc¢do na sensibilidade
insulinica e remodelamento adiposo; entretanto, quando expressos em maior
guantidade no cérebro tém importante papel no ganho de peso induzido por estes
farmacos (DUHART et al., 2016; FILIPOVA et al., 2017; LIU et al., 2016).

1.6.3 Diabetes tipo 2

Diabetes constitui uma desordem metabdlica cronica na qual ha deficiéncia

absoluta ou relativa de insulina devido a baixa secre¢cdo desse horménio pelas
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células B pancreaticas, por resisténcia dos tecidos periféricos a a¢do da insulina e/ou
por excesso de triglicerideos e acidos graxos acumulados no musculo esquelético,
resultando em hiperglicemia (DUHART et al.,, 2016; ELISSA; ELSHERBINY;
MAGMOMAH, 2015; LEE et al.,, 2016). Dados epidemiologicos da International
Diabetes Federation revelaram que 425 milhdes de adultos entre 20 e 79 anos
apresentaram diagndéstico para esta patologia em 2017, e estimativas para o ano de
2045 apontam mais de 629 milhdes de portadores de diabetes

O diabetes tipo 2, que acomete mais de 90 % dos diabéticos, é caracterizado
por disfungdo das células B pancreaticas e reducao da utilizagdo da insulina pelo
figado e tecidos periféricos, devido a tolerancia dos receptores celulares a acéo
desse hormdnio (ZHANG et al.,, 2018). Defeitos na via de sinalizacdo da insulina
ocasionam intolerancia a glicose, implicando em compensacdo metabdlica pelas
células B que aumentam a sintese de insulina, levando a hiperinsulinemia
permanente. Além do acumulo de glicose, a elevacdo de triglicerideos e &cidos
graxos na circulacdo sanguinea, inflamacdo cronica e fatores genéticos também
resultam em resisténcia (DUHART et al., 2016; ELISSA; ELSHERBINY;
MAGMOMAH, 2015; HWANG; LEE, 2016; LEE et al, 2017; SKLIROS;
VLACHOPOULOS; TOUSOULIS, 2016).

Adicionalmente, a resisténcia insulinica apresentada por aproximadamente 92
% dos pacientes, conduz a estresse celular com aumento da producédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), dano nas estruturas celulares, expressdo de citocinas
inflamatérias como fator de necrose tumoral a (TNFa) e IL-6, disfungBes mitocondrial
e de células progenitoras endoteliais, que altera a expressdo de hormonios, como a
adiponectina, constituindo fator de risco para o desenvolvimento de problemas
cardiovasculares, canceres, doencas hepaticas crénicas e artrites (DUHART et al.,
2016; FILIPOVA et al., 2017; LEE et al., 2016; MINATEL et al., 2016).

Diversas terapias que resultem no aumento da secrecédo de insulina pelo
pancreas, na sensibilidade dos 6rgdos a esse hormonio, na diminuicdo da producao
de glicose hepatica e em sua utilizagdo nos tecidos periféricos podem ser utilizadas
no tratamento farmacologico do diabetes tipo 2. Dentre estas, as TZDs séo
agonistas totais de PPARYy (LEE et al., 2017).

A ativacdo de PPARy apresenta fungdo essencial na regulacdo da
homeostase da glicose, uma vez que aumenta a expressdo do transportador de

glicose tipo 4 (GLUT4) enquanto reduz a lipolise, a0 mesmo tempo que aumenta a
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lipogénese e diminui a expressdo de TNFa. Em adi¢gdo, PPARy é considerado o
principal regulador da adipogénese e da expressao de adipocinas, incluindo leptina e
adiponectina, promovendo sensibilizac&o insulinica e constituindo importante alvo de
tratamento para o diabetes tipo 2 (DUHART et al.,, 2016; ELISSA; ELSHERBINY;
MAGMOMAH, 2015; FRENDO-CUMBO; MACPHERSON; WRIGHT, 2016).

1.6.4 Doenca Hepéatica Gordurosa Nao Alcodlica

O figado constitui o maior 6rgédo responsavel pela regulacdo do metabolismo
de lipideos e da glicose em resposta a sinais hormonais (QIU et al., 2017). A doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é caracterizada pelo acumulo de lipideos
intrahepaticos e abrange esteatose hepética simples, necrose hepatica, inflamacao
lobular, fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular, bem como esta relacionada ao
surgimento de complicacdes extra-hepaticas incluindo doencas cardiovasculares
(BARB; PORTILLO-SANCHEZ; CUZI, 2016; HAZLEHURST et al., 2016; LIU et al.,
2016; QIU et al., 2017; ZAREI et al., 2017).

A DHGNA corresponde a desordem hepética crénica mais comum, com
prevaléncia de 6-35 % na populagédo geral e incidéncia média de 20 %, segunda
maior causa de transplantes de figado nos Estados Unidos e sua crescente
prevaléncia vém obtendo propor¢des mundiais de epidemia (BORRELLI et al., 2018;
ZAREIl et al., 2017).

De acordo com Zhang e colaboradores (2018) mais de 74 % dos pacientes
com diabetes tipo 2 apresentam DHGNA. Adicionalmente, a DHGNA caracteriza-se
como fator de risco individual aumentando aproximadamente em cinco vezes a
probabilidade de desenvolvimento do diabetes. A DHGNA esta presente em 80-90 %
dos obesos e em aproximadamente 90 % dos pacientes com dislipidemia, desta
forma, portanto, relacionada a sindrome metabdlica (BORRELLI et al.,, 2018;
HAZLEHURST et al., 2016).

A resisténcia insulinica periférica dos tecidos e do figado contribui para a
DHGNA através do aumento de glicose circulante e da disponibilidade de substratos
de lipideos para o acumulo hepatico (HAZLEHURST et al., 2016). A nivel lipidico,
pacientes com DHGNA apresentam aumento dos niveis de triglicerideos e baixa

concentracéo de c-HDL, bem como aumento da apolipoproteina B e de particulas de
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c-LDL, resultando em falha no metabolismo de lipoproteinas e na oxidacdo de
acidos graxos (BARB; PORTILLO-SANCHEZ; CUZI, 2016; DECARA et al., 2015;
QIU et al., 2017).

Uma vez que nao existem terapias farmacoldgicas para prevenir ou reverter a
progresséo de DHGNA, agonistas PPAR constituem importantes alvos na promogéao
da melhora da esteatose hepética através da expressdo do receptor no figado,
estimulando a captacdo de &cidos graxos, a oxidacdo de lipideos e a reducdo da
resisténcia insulinica. PPARa constitui o maior regulador transcricional da oxidagao
de acidos graxos hepaticos (BORRELLI et al., 2018; QIU et al.,, 2017). Estudos
demonstraram que a terapia com fibratos em pacientes com DHGNA resulta em
melhora do perfil lipidico, mas ndo apresenta beneficio histolégico ou clinico
discernivel no figado de humanos, evidenciando a baixa poténcia dos agonistas
PPARa disponiveis para uso terapéutico (BARB; PORTILLO-SANCHEZ; CUZI,
2016; DECARA et al., 2015; LIU et al., 2016; ZAREI et al., 2017).

Em contrapartida, ativagdo de PPARPB/® resulta em melhora da esteatose
hepatica pela regulacdo de FGF21, promocdo da oxidacdo de acidos graxos e
reducdo da sintese lipidica em camundongos, assim como, reduz o teor de gordura
hepética em estudos clinicos em humanos. Em adigéo, a ativagdao de PPARB/ em
camundongos aumentou a expressao e os efeitos mediados por PPARa no figado,
sugerindo a importancia de ligantes duais PPARa/B para tratamento da DHGNA
(ZAREI et al., 2017).

Por sua vez, as TZDs (agonistas PPARYy) promovem o aumento da expressao
de adiponectina no plasma a qual reduz a resisténcia insulinica, a gliconeogénese e
o influxo de acidos graxos no figado, promovendo a melhora histolégica e funcional
do o6rgdo e da esteatose hepatica (BARB; PORTILLO-SANCHEZ; CUZI, 2016;
HAZLEHURST et al., 2016; LIU et al., 2016).

Barb e colaboradores (2016) demonstraram promissora atividade do uso
cronico, efetivo e seguro, da pioglitazona para tratamento de esteatohepatite em
pacientes sem diabetes. Em adigdo, a utilizagdo de pioglitazona reduz os niveis
séricos de enzimas hepaticas e a inflamacéo lobular (BORRELLI et al., 2018; YANG
et al., 2017).
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1.7 NOVOS AGONISTAS SINTETICOS PPAR

Agonistas sintéticos PPAR, como fibratos e TZDs, foram desenvolvidos para
interagir de maneira potente e especifica com os respectivos PPARa e PPARYy,
objetivando ativar a expressao dos receptores para o tratamento de dislipidemia e
diabetes tipo 2. Entretanto, demonstraram efeitos adversos que incluem irritacéo
gastrointestinal, ganho de peso, edema e perda de massa 6ssea. Por outro lado, a
sintese de agonistas PPARB/d permanece sobre estudo (AMENT et al.,, 2015;
CAPELLI et al., 2016; DOMINGUEZ-AVILA et al. 2016; LAGANA et al., 2016).

Neste sentido, o desenvolvimento de novos ligantes com equilibrio na
ativacdo dos diferentes isotipos, agonismo parcial, menor poténcia, bem como
eficacia e seguranca é essencial para maior conhecimento das funcoes fisiolégicas e
fisiopatolégicas moduladas pelos isotipos de PPAR, seus mecanismos e
caracteristicas farmacodinamicas (CHEN; YANG, 2014; SAHEBKAR; CHEW,
WATTS, 2014; RIGANO; SIRIGNANO; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017).

Em adicdo, uma das estratégias propostas para o desenvolvimento de
agonistas PPAR consiste no desenvolvimento de agonistas duais (a/y, a/d, &/y) ou
na ativacdo simultdnea dos trés isotipos do receptor, agonismo Pan (a/dly),
objetivando o tratamento de doencas metabdlicas através da oxidacdo de acidos
graxos no figado e reducdo dos niveis plasméticos de lipideos estimulados por
PPARa e PPARS, bem como promocdo da sensibilidade insulinica mediada por
PPARy. A expressdo dos PPARs poderia acarretar na manutencdo dos efeitos
benéficos com balanceado perfil de ativacdo e reducdo dos efeitos adversos
ocasionados pelo agonismo pleno e individual de cada receptor (AMENT et al, 2015;
CAPELLI et al., 2016; SAHEBKAR; CHEW; WATTS, 2014).

Agonistas parciais s&o caracterizados como ativadores fracos que
apresentam curvas dose-resposta com menor potencial de ativacdo. Estes podem
induzir conformagbes alternativas do PPAR, pela interacdo com diferentes
aminoacidos contidos nos receptores, recrutamento de diferentes proteinas co-
reguladoras, estabilizando diferentes regides do sitio de ligagdo que resultam em
efeitos de transcricdo distintos de agonistas totais com expressao diferencial de
genes alvo; entretanto, com similar atividade biolégica na melhora do perfil
metabolico (CAPELLI et al., 2016; CHRIST, 2016).
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Diversos agonistas PPAR duais a/y, muraglitazar, tesaglitazar, ragaglitazar,
foram submetidos a estudos clinicos para o tratamento de diabetes tipo 2 e
dislipidemia; contudo, por aumentarem o risco de eventos cardiovasculares,
disfuncéo renal e promoverem ganho de peso nao ultrapassaram a fase clinica lll.
Considerado o glitazar mais promissor, face a sua potente acdo na reducdo dos
niveis de glicose, prevencdo de aterosclerose e atividade anti-inflamatoria,
aleglitazar teve ensaio clinico de fase Il interrompido devido ao aumento da taxa de
hemorragia gastrointestinal, perda de massa 0ssea, disfuncédo renal, edema e falta
de eficacia na reducdo de eventos cardiovasculares (BARB; PORTILLO-SANCHEZ;
CUZI, 2016; LAGANA et al., 2016; SAHEBKAR; CHEW; WATTS, 2014).

Por sua vez, estudos com elafibranor ou GFT505, agonista dual PPARa (ECso
= 6,0 nM) e PPARD (ECso = 47,0 nM), promoveram efeitos combinados da ativacao
do isotipo a, regulacdo do metabolismo lipidico, e do isotipo &, melhora da
homeostase da glicose, por meio do aumento da sensibilidade insulinica e inibicdo
da producdo de glicose no figado, sendo importante opcdo terapéutica para o
tratamento de dislipidemia aterogénica, diabetes tipo 2 e DHGNA (BARB;
PORTILLO-SANCHEZ; CUZI, 2016; LAGANA et al., 2016; SAHEBKAR; CHEW;
WATTS, 2014).

Em adicdo, elafibranor demonstrou atividade hepatoprotetora através da
reducdo dos niveis de enzimas hepéticas ALT e AST, com diminuicdo do acumulo
de lipideos e inibicdo de genes proé-inflamatorios, interleucina 1 (IL-1) e TNF-a, bem
como genes pro-fibroticos. Recente estudo randomizado e controlado por placebo
demonstrou a eficacia do composto na resolucao da esteatohepatite com melhora do
perfil de risco cardiometabdlico e da sensibilidade hepatica e periférica a insulina,
junto a favoravel perfil de seguranca (DEROSA; SAHEBKAR; MAFFIOLI, 2017,
LAGANA et al., 2016; SAHEBKAR; CHEW; WATTS, 2014; ZAREI et al., 2017).

O potente agonista Pan PPAR, MHYZ2013 apresentou promissora resposta
ao tratamento de dislipidemia, doenca hepatica gordurosa e resisténcia insulinica,
prevenindo a obesidade e suprimindo a inflamac¢éo em estudo realizado por An et al.
(2018). Efeitos mediados pelo aumento da expressédo de FGF21 e de adiponectina,
por oxidacdo de acidos graxos no figado e no musculo esquelético, assim como pela
expressao de marcadores de termogénese no tecido adiposo branco, melhorando a
funcionalidade do tecido (AN et al., 2018).
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Atualmente, novos membros da familia dos fibratos, moduladores seletivos de
PPARa, foram desenvolvidos e estdo sendo avaliados em estudos clinicos de fase
lll, entre eles o protoétipo pemafibrato ou K-877, o qual demonstrou maior eficacia e
significativos resultados na reducdo de TG plasmaticos e no aumento de c-HDL,
junto a menor risco de efeitos adversos e atividade cardioprotetora quando
comparado ao fenofibrato (BARB, PORTILLO-SANCHEZ e CUZI, 2016; FUJIOKA,
2018; ISHIBASHI et al., 2016; ISHIBASHI et al., 2018).

Lobeglitazona, aprovada em 2013 pelo Ministry of Food and Drug Safety na
Coreia, foi desenvolvida como potente derivado tiazolidinedidbnico mais efetivo e
seguro para o tratamento do diabetes tipo 2, apresentando maior poténcia quando
comparada a rosiglitazona e pioglitazona, com ECso de 0,018 pM em modelo animal
de diabetes. Assim como, perfil semelhante no controle da glicemia e da modulacao
lipidica, com dose 30 vezes menor em estudos clinicos e auséncia de efeitos
adversos relacionados a doengas cardiovasculares e cancer de bexiga (LEE et al.,
2017).

Desta maneira, a ascensao da prevaléncia de doencas metabdlicas, junto ao
crescente numero de estudos sobre os efeitos biologicos da ativagdo de PPAR em
diferentes 6rgdos e tecidos, justifica o desenvolvimento de novas terapias
farmacoldgicas eficazes e mais seguras através do uso de agonistas parciais ou
moduladores seletivos com balanceada atividade e que mimetizem ligantes
endogenos de PPAR (CHRIST, 2016).

1.8 LIPIDEOS FENOLICOS DE Anacardium occidentale

Segundo Grygiel-Gorniak (2014), a presenca de grupo polar, regido de
ligacdo e cadeia hidrofébica sé@o trés dos elementos essenciais para ativacdo de
PPAR. Em adicéo, acidos graxos de cadeia longa interagem com os trés tipos de
PPAR, exibindo elevada afinidade para PPARa (SRITHARAN, 2017; YAMADA et al.,
2016).

Tais elementos estruturais séo identificados nos lipideos fendlicos isolados do
liguido da casca da castanha de caju (LCC), que apresentam grupo fendlico e

cadeia alifatica de 15 carbonos com diferentes graus de insaturacdo, mimetizando
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acidos graxos endogenos e permitindo modificagbes moleculares para o
desenvolvimento de novos compostos biologicamente ativos.

O LCC é considerado um dos principais materiais renovaveis da biomassa da
cajucultura, encontrado nos alvéolos da casca da castanha que € o fruto do cajueiro
(Anacardium occidentale) e representa 30-35 % do peso da castanha.
Aproximadamente 2,1 milhdes de toneladas de castanha de caju sé&o produzidas por
ano no Brasil, caracterizando o LCC como uma matéria prima abundante, utilizado
para fins medicinais e industriais. Varios estudos com seus componentes,
purificados ou como misturas, tém revelado seus efeitos biolégicos antioxidantes,
antigenotoxicos, antifingicos e antimicrobianos (BANDE et al., 2018; SOUZA FILHO,
2013; HAMAD; MUBOFU et al., 2015; NG et al., 2017).

Rico em compostos fendlicos (Figura 7), o LCC pode ser obtido por diferentes
processos de extracdo com manutencdo dos seus constituintes principais; ou
durante o processamento da améndoa a altas temperaturas, sendo respectivamente
classificados como natural ou técnico (BALACHANDRAN et al.,, 2013; HAMAD;
MUBOFU et al., 2015; LEITE et al., 2015).

Figura 7: Constituintes do Liquido da Casca da Castanha de Caju: acidos anacardicos, cardanois,

cardois e metilcardois
OH OH OH
@fck ©\ HO/©\ HO\/©\
Acidos anacardicos (12) Cardanois (13) Cardois (14) Metilcardois (15)

15H25.31 CysHos.31 C1sHos.31 C15Ho5.31
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Em um dos processos de extragcdo por solvente, as castanhas sao
fragmentadas em pedacos e extraidas continuamente em aparelho Soxlet. O dleo
obtido contém misturas de acidos anacardicos (12, 62,90 %), cardanois (13, 6,99 %),
cardois (14, 23,98 %) e tracos de metilcardois (15) (HAMAD; MUBOFU et al., 2015;
LEITE et al., 2015).
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Por outro lado, o LCC técnico é composto principalmente por cardanois (60-
65 %), gerado pela descarboxilacdo dos acidos anacéardicos quando submetidos a
altas temperaturas. O LCC técnico ainda é composto de cardois (15-20 %), material
polimérico (10 %), e tracos de metilcardois (BALACHANDRAN et al., 2013; HAMAD,;
MUBOFU et al., 2015; LEITE et al., 2015).

A natureza da cadeia alquilica C15 do cardanol varia de acordo com o grau
de insaturacdo, podendo ser saturada (5-8 %), monoinsaturada (48-49 %), di-
insaturada (16-17 %), e tri-insaturada (29-30 %). As duplas ligacbes apresentam
estereoquimica Z, como as encontradas nos &cidos graxos insaturados,
caracteristica relevante para o0 reconhecimento hidrofébico por residuos
complementares nos sitios de reconhecimento molecular bem como no
desenvolvimento de novas funcionalidades por meio de interconversao de grupos
funcionais. Adicionalmente, o grupo fenol pode ser explorado em diferentes
metodologias sintéticas, enquanto a presenca do anel aromatico permite interacoes
TT-TT ndo encontradas nos acidos graxos, sendo o diferencial no reconhecimento
molecular pelos receptores-alvo (BALACHANDRAN et al., 2013; HAMAD; MUBOFU
et al., 2015; NG et al., 2017; VASAPOLLO et al., 2011).

Neste sentido, o desenvolvimento de novos agonistas PPAR planejados a
partir do cardanol constitui a finalidade deste trabalho, sob a hip6tese de que
possam atuar de forma similar aos &cidos graxos moduladores de PPAR,
promovendo a regulacdo do metabolismo de lipidieos e da glicose, sensibilizacdo a
insulina, oxidacdo de acidos graxos e reducdo da inflamacgéo, com expectativa de
que sejam terapeuticamente desejaveis ao tratamento de doencas metabdlicas e

apresentem reducao dos efeitos adversos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo a obtencéo de derivados do cardanol que

atuem sobre a ativacdo de PPAR para o tratamento de doencas metabdlicas.

2.1.1 Objetivos Especificos

Compreendem os objetivos especificos:

e Sintetizar e caracterizar novos compostos candidatos a ligantes PPAR
planejados a partir do cardanol;

e Ensaios bioldgicos in vitro das moléculas-alvo frente a ativacdo de PPARs por
ensaio de gene reporter luciferase;

e Ensaios biologicos in vitro quanto a expressdo de genes envolvidos na
captacdo e oxidacdo de acidos graxos em hepatécitos primarios, € na
diferenciacdo de adipécitos;

e Ensaio biolégico in vivo em sistema reporter utilizando Danio rerio (zebrafish);

o Estabelecer relacdes estrutura-atividade.
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3.PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os ligantes endogenos e sintéticos de PPAR sugerem um modelo
farmacoforico padrdo para a ativacdo do receptor, em que a presenca de
subunidade hidrofilica permite a interacdo com a regidao central predominantemente
polar no dominio de ligacdo ao ligante, e a cauda hidrofébica interage com a regiao
menos conservada do LBD composta por aminoacidos hidrofébicos (AN et al., 2018;
BATISTA et al., 2012; XU et al., 2001).

Quando ativado por acidos graxos com cadeia insaturada PPARs sao
responsaveis pela inibicdo da lipogénese, reducdo dos niveis de triglicerideos
plasmaticos, promocdo da [ oxidagdo de acidos graxos e prevengao da
lipotoxicidade. O acido oleico, acido (92)-octadecendico, exibe atividade agonista
para os trés isotipos de PPAR em ensaios de gene reporter, apresentando maior
poténcia para PPARa/d e demonstrando a importancia da cadeia monoinsaturada na
ativacdo dos receptores. Enquanto acidos graxos poli-insaturados exibem elevada
afinidade para PPARa (SRITHARAN, 2017; YAMADA et al., 2016; YOKOI et al.
2010).

No ambito de uma linha de pesquisa que visa a utilizacdo de lipideos
fendlicos do LCC para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, estudos
prévios com derivados do cardanol saturado, sintetizados por mim durante o
mestrado, apresentaram perfil agonista parcial frente aos PPARs superior aos
acidos graxos saturados: caprico (C10), miristico (Cl14) e estearico (C18).
Adicionalmente, os derivados do cardanol modularam a expressao de importantes
genes em hepatdcitos priméarios e na diferenciacdo de pré-adipocitos com efeito
reduzido comparado aos agonistas plenos.

Desta maneira, novos analogos derivados do cardanol foram planejados com
arcabouco estrutural complementar aos residuos de aminoacidos contidos nos
PPARs, contendo grupo polar e da cadeia hidrofobica, junto ao grupo aromatico que
fornece interacdes adicionais. Dois padrbes moleculares foram planejados
(Esquema 1): i. no qual a presen¢a da subunidade alfa-ariloxicarboxilica visa a
interacdo com residuos de histidina e tirosina, contidos no dominio de ligacdo ao
ligante de PPARa, PPARB/d e PPARYy, responsaveis pelo recrutamento de co-

ativadores e estabilizagao do receptor, bem como a modulacdo da subunidade
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pentadecenila; ii. onde a cadeia lateral dos derivados planejados contém cadeia de

15 carbonos monoinsaturada no carbono 8, capaz de mimetizar o 4cido oleico.

Esquema 1: Planejamento estrutural dos derivados-alvo em que o grupo polar visa intera¢cdes com
aminoacidos conservados entre PPARa, PPARB/® e PPARYy, e a cadeia alifatica monoinsaturada
mimetiza o acido oleico, agonista endégeno de PPAR

O @]
I . o

~vo N
/\WOH g Y OH

Acido Esteérico LDT16, Y = CH,
ECso PPARa / PPARYy (uM): 39,9/123,0 ECsy PPARa / PPARY (uM): 0,9/ 3,6
LDT409, Y = C(CHg),
OH ECso PPARa / PPARY (M): 0,5/ 0,9
O
Acido Oleico

ECso PPARy (uM): 1,9

Cadeia Alifatica Monoinsaturada O

|
o_ Lk®
| - \Y/J\O HO
Grupo

Aromatico
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Estrategia Sintetica
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4.ESTRATEGIA SINTETICA

A rota sintética para a obtencdo dos derivados-alvo compreendeu a
exploracdo de procedimentos sintéticos classicos de interconversdo de grupos
funcionais: hidrogenacéo catalitica, O-alquilacdo e hidrdlise alcalina, sob condi¢des
experimentais convencionais e sob refluxo.

Neste sentido, o planejamento sintético (Esquema 2) se baseou em rota
iniciada com a hidrogenagdo da mistura de cardanois utlizando catalisador
paladio/carvao (Pd/C) 10 % em etanol, visando o derivado 3-pentadecilfenol (LDT10,
18). Em seguida, LDT10 (18) foi submetido a reacao de O-alquilagdo com o derivado
2-haloéster correspondente, na presenca de carbonato de potassio em acetona ou
acetonitrila, para fornecer os derivados betaoxiésteres LDT15 (21) e LDT408 (24).
Os ésteres-derivados foram submetidos a hidrolise com hidroxido de litio em mistura
tetrahidrofurano/agua, na presenca de catalisador de transferéncia de fase
aliquat336®, visando os respectivos acidos carboxilicos LDT16 (29) e LDT409 (30),
finalizando a série com a cadeia alquilica saturada.

Para as séries com as cadeias contendo insaturacdes foi realizado o mesmo
procedimento reacional utilizando a mistura de cardanois (LDT10i, 16) e o cardanol
monoinsaturado (LDT10iA, 17) como materiais de partida. Estes foram submetidos a
reacao de O-alquilacdo com o derivado 2-haloéster correspondente na presenca de
carbonato de potassio em acetona ou acetonitrila, visando as misturas de compostos
betaoxiésteres LDT486 (19) e LDT539 (22); e os derivados LDT486A (20) e
LDT539A (23). Os ésteres-derivados foram submetidos a hidrolise com hidroxido de
litio para fornecer as misturas de acidos LDT487 (25) e LDT540 (26), bem como os
acidos LDT487A (27) e LDT540A (28).

A caracterizacdo das estruturas dos intermediarios e produtos finais deu-se a
partir da analise de espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de
carbono-13, obtidos no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Por sua vez, os estudos biol6gicos foram realizados na Faculdade de
Farmacia Leslie Dan da Universidade de Toronto, Canada. A avaliacdo do perfil de
atividade in vitro foi realizada a partir de ensaio de gene reporter frente a ativacao de

PPAR; expressdo de transcritos de DNA complementar de genes em hepatdcitos
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primérios relacionados a oxidacao e captacao de 4cidos graxos; e adipécitos 3T3-L1
associados a diferenciacdo de adipécitos. Enquanto a avaliacdo in vivo englobou

ensaio sobre a transcricdo de PPAR em zebrafish.

Esquema 2: Planejamento sintético dos derivados-alvo

LDT10 (18),n =0
LDT10i (16),n=2,4€e6

LDT10iA (17),n =2 HO CisH31
-n

Y= CHZ ou C(CH3)2

LDT15 (21) / LDT408 (24), n =0
LDT486 (19) / LDT539 (22),n=2,4e6 ~_© Yo

LDT486A (20) / LDT539A (23), n = 2 @) C15H31-n

LDT16 (29) / LDT409 (30), n=0
LDT487 (25) / LDT540 (26),n=2,4 e 6 HO Yo
LDT487A (25) / LDT540A (28), n = 2 \”/ O CisHz1n
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Os procedimentos experimentais em sintese organica foram realizados no
Laboratorio de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas (LADETER) da
Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) e no Laboratorio de Desenvolvimento de
InovacBes Terapéuticas (LDT) da Universidade de Brasilia (UnB) no periodo entre
agosto de 2014 e junho de 2018.

Os reagentes e solventes quimicos utilizados na sintese dos compostos foram
adquiridos das industrias Sigma-Aldrich® (EUA), Tedia® (EUA) e PanReac®
(Espanha). O solvente acetonitrila foi previamente tratado com hidreto de calcio e
destilado antes do uso. A mistura de cardanois destilada foi obtida a partir de doacéo
da empresa RESIBRAS®.

As reac0Oes foram realizadas sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente
ou aquecimento convencional. Para as reacdes sob refluxo com reagentes e
solventes com ponto de ebulicdo menor que a temperatura de aquecimento foi
utiizado banho termostético, sistema de refrigeracdo dos condensadores a
temperaturas que variaram de — 8 °C a 10 °C.

As reacdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD)
por meio de cromatofolhas (5,0 x 1,5 cm) de aluminio de Kieselgel 60 F254 com
espessura de 0,25 mm (SILICYCLE®) e reveladas em lampada UV (254 nm), o que
permitiu o calculo do fator de retencdo (Rf). Para a purificacdo dos compostos,
utilizou-se cromatografia em coluna de silica gel G60 (70-230 mesh) SILICYCLE® e
o sistema de cromatografia flash em equipamento Isolera Spektra Systems with
ACI™ (Biotage®) em cartucho de silica SNAP 10 g. Os pontos de fusdo, ndo
corrigidos, foram determinados em aparelho MQAPF-302.

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

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H —
300 MHz ou 500 MHz) e de carbono 13 (RMN de **C — 75 MHz ou 125 MHz) foram
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adquiridos em aparelho Brucker Avance DRX300 e DRX500 do Centro Nordestino
de Aplicacdo da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.
Os valores de deslocamento quimico (8) sao referenciados em parte por milhdo
(ppm) em relacdo ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As
areas dos sinais foram obtidas por integracdo eletrbnica e suas multiplicidades
descritas como: simpleto (s); simpleto largo (sl); dupleto (d); duplo dupleto (dd);

tripleto (t) e multipleto (m).

Figura 8: Numeracao e legendas empregadas no assinalamento de sinais em espectros de RMN de
'H e RMN de 3C

Série Saturada

2 4 6' 8 10' 12 14
\/\/\/\/\/\/\/\
W\O 1 3 5 7 9 11 13' 15'
1 ]
6 2 Série Insaturada
2 4 6' g 9 11' 13' 15'
5 S \/\/\/\/:\/\/\/ (A)
4 R R=X r 3 5 7 10 12 14
2 4 6' g ¢ 1 12 14'
CH:H CO.CH.CH NN NN T T T T (B)
272128 r 3 5 7 10 13 15
—J CH,CO,H
C(CH3)2COZCH2CH3 2' 4' 6' 8' 9 11 12 14" 15
C(CH3),CO,H — — — (©)
1 3 5 7 10 13

5.1.1 Obtencédo da Mistura de Cardanois (LDT10i, 16)

A

A mistura de cardanois, fornecida pela RESIBRAS, foi purificada por meio de

C15H31-n
n=24e6

coluna cromatografica contendo gel de silica como fase sélida e eluida com mistura
de hexanos, levando a mistura LDT10i (16) em rendimento de 90 % em relacdo a

massa total aplicada.
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RMN de *H (CDCIs; 500 MHz) &: 0,89-0,95 (m, 3H, H15’a-b); 1,33-1,43 (m, 13H, H3"-
6’a-c’, H11’a e H14’a-b); 1,61 (sl, 2H, H2’a-c); 2,04-2,08 (m, 4H, 7’a-c, 10’a, 13’b);
2,56 (t, J = 7,6 Hz; 2H, H1’a-c); 2,80-2,85 (m, 2H, 10'b-c e 13’c); 4,99-5,09 (m, 2H,
H15c); 5,37-5,46 (sl, 3H, H8-9’a-c e H11’-12’b-c); 6,65-6,67 (m, 2H, H6 e H2); 6,76
(d, J=7,3 Hz, 1H, H4); 7,15 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H5).

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

5.1.2 Obtencédo do Cardanol Monoinsaturado (LDT10iA, 17)
HO~ : "Cy5Hog

A mistura de cardanois, fornecida pela RESIBRAS, foi purificada por meio de
coluna cromatografica, protegida da luz para evitar a degradacdo dos compostos,
contendo gel de silica dopada com 12 % de nitrato de prata como fase sélida e
eluida com mistura de hexanos, fornecendo o derivado LDT10iA (17) em rendimento
de 56 % em relag&o & massa total aplicada (ANDREAO et al., 2010).

RMN de 'H (CDCls; 500 MHz) &: 0,89-0,92 (t, J = 6,5 Hz, 3H, H15a); 1,24-1,32 (m,
16H, H3-6’a’, H11’-14’a); 1,60-1,61 (m, 2H, H2'a); 2,03-2,08 (m, 4H, 7’a, 10’a); 2,56
(t, J=7,7 Hz; 2H, H1’a); 5,34-5,40 (sl, 2H, H8'-9’a); 6,65-6,67 (m, 2H, H6 e H2); 6,76
(d, J = 7,4 Hz, 1H, H4); 7,15 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H5).

RMN de 13C (CDCls; 125 MHz) &: 14,3 (CHs, 15'a); 22,8 (CHz, 14'a); 27,4 (CH2, T’a,
10'a); 29,2-29,9 (CH2, 3-6'a, 11-12'a); 31,4 (CHz, 2'a); 32,0 (CH2, 13'a); 36,0 (CH2,
1’a); 112,7 (CH, 6); 115,5 (CH, 2); 121,1 (CH, 4); 129,5 (CH, 5); 130,0-130,1 (CH, 8-
9a); 145,1 (C, 3); 155,7 (C, 1).
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5.1.3 Obtencéo do Derivado 3-Pentadecilfenol (LDT10, 18)

H,, 60 psi, Pd/C
2
4 h, EtOH
HO CisH31n HO CisHzp

n=24e6

Em um frasco de hidrogenacéo (250,0 mL) foram adicionados 10,00 g da
mistura de cardanois (33,06 mmol) e etanol (30,0 mL). A solucgéo foram adicionados
0,22 g de catalisador paladio (Pd/C) 10 % e a mistura submetida a hidrogenacao
catalitica sob pressdo de hidrogénio a 60 psi em reator Paar, a temperatura
ambiente durante 4 horas. A mistura foi filtrada em funil sinterizado, para retirada do
catalisador, e 0 solvente evaporado a presséao reduzida. Apés purificacdo em coluna
cromatografica em gel de silica eluida com mistura hexano/diclorometano (1:1), o

derivado saturado 18 foi obtido.

3-Pentadecilfenol (LDT10, 18)
Sdlido branco

/@\ Rendimento (95 %)
HO Cy5Hgy

Rt 0,35 (1:1 Hex:DCM)
Ponto de fusao: 44-45 °C

Formula molecular: C21H360

RMN de 'H (CDCls; 500 MHz): &: 0,92 (t, J = 6,8 Hz, 3H, H15"); 1,29-1,33 (m, 24H,
H3'-14%); 1,60-1,62 (m, 2H, H2"): 2,58 (t, J = 7,8 Hz, 2H, H1); 6,67-6,69 (M, 2H, H6
e H2); 6,78 (d, J= 7,4 Hz, 1H, H4): 7,16 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H5).

RMN de 13C (CDCl3; 125 MHz): 8: 14,3 (CHs, 15°): 22,9 (CH2, 14°); 29,6-29,9 (CHz, 3"
12%); 31,5 (CHz, 2°); 32,2 (CHz, 13); 36,0 (CH2, 1); 112,7 (CH, 6); 115,6 (CH, 2);
121,2 (CH, 4): 129,6 (CH, 5); 145,2 (C, 3): 155,6 (C, 1).
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5.1.4 Obtencdo da Mistura de Esteres LDT486 (19) e dos derivados B-oxiésteres
LDT486A (20) e LDT15 (21)

/@\ BrCH,CO,Et /@\
_—
. R KGO, CH,COCH, \/Oﬁho -
O

t.a., 24h

LDT10i, n=2,4e6 LDT486,n=2,4¢€6
R =CysHz ., 9 LDT10iA, n=2 R =CysHz . § LDT486A, n=2
LDT10,n=0 LDT15,n=0

Em experimentos independentes, a um baldo (50,0 mL) foram adicionados 16
(0,50 g; 1,67 mmol), 17 (0,70 g; 2,31 mmol) ou 18 (0,50 g; 1,64 mmol), carbonato de
potassio (2,00 eq) e acetona (15,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacao
magnética durante 30 minutos, e entéo, foi adicionado 2-bromoacetato de etila (1,25
eq). A reacdo prosseguiu sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente por 24
horas. Apés reducéo do volume de solvente a pressao reduzida, a mistura foi diluida
com agua destilada (20,0 mL) e extraida com acetato de etila (2 x 10,0 mL). As
fracGes organicas reunidas foram lavadas com solucdo de acido cloridrico 10 %
(15,0 mL), solucéo salina saturada (15,0 mL) e seca sob sulfato de sodio anidro. O
solvente foi evaporado a pressao reduzida e o residuo purificado em coluna de gel

de silica eluida com hexano levando aos ésteres-alvo.

Mistura de (2)-2-(3-pentadec-8-en-, 8,11-dien-, 8,11,14-trien-1-il)fendxi)acetato de
etila (LDT486, 19)

Oleo incolor
o Rendimento (98 %)
7 Wﬁo CisHz1n
N a6t Rt 0,75 (4:1 Hex:AcOEt)
O 3

Formula molecular: C2sH3603

RMN de 'H (CDCI3; 500 MHz): &: 0,88-0,90 (m, 3H, H15'a-b); 1,27-1,32 (m, 18H, H3'-
6’ a-c, H11’a, H14’a-b, ArOCH2C0O2CH2CH3s); 1,60 (sl, 2H, H2'a-c); 2,00-2,04 (m, 3H,
H7'a-c, H10’a, H13b); 2,57 (t, J = 7,6 Hz, 2H, Hl’a-c); 4,28 (q, J = 7,1 Hz, 2H,
ArOCH2C0O2CH2CHs); 4,61 (s, 2H, ArOCH2C0O2CH2CHs); 5,34-5,36 (m, 4H, H8-9’a-c,
H11-12’b-c) 6,70 (dd, J = 8,0 Hz, J = 2,0 Hz, 1H, H6); 6,76 (sl, 1H, H2); 6,81 (d, J=
7,4 Hz, 1H, H4); 7,19 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H5).
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RMN de 13C (CDCls; 125 MHz): &: 14,3-14,4 (CHs, 15'a-b, ArOCH2CO2CH2CH3); 22,8
(CHz, 14’a-b); 27,4 (CHz, T’a-c, 10°'a, 13'b); 29,2-29,9 (CHz, 3-6’'a-c, 11’-12'a); 31,5
(CHz, 2'a-c); 32,0 (CHz, 13'a); 36,1 (CH2, 1’a-c); 61,5 (ArOCH2CO2CH2CHz); 65,7
(ArOCH2CO2CH2CHs); 111,6 (CH, 6); 115,3 (CH, 2); 122,1 (CH, 4); 129,4 (CH, 5);
130,0-130,1 (CH, 8-9a-c, 11-12b-c); 1450 (C, 3); 158,0 (C, 1); 169,3
(ArOCH2CO2CH2CHs).

2-(3-((82)-pentadec-8-en-1-il)fendxi)acetato de etila (LDT486A, 20)

Oleo incolor
\/Omﬂo CisHog Rendimento (90 %)
© Rr: 0,51 (9:1 Hex:AcOEY)

Formula molecular: C2sH4003

RMN de H (CDCls: 300 MHz): &: 0,87-0,91 (m, 3H, H15'a); 1,27-1,33 (m, 19H, H3"-
6'a, H11-14’a, ArOCH2CO2CH2CHs); 1,58-1,63 (m, 2H, H2'a); 2,01-2,03 (m, 4H,
H7’a, H10'a); 2,58 (t, J = 7,7 Hz, 2H, Hla): 4,27 (g, J = 7,1 Hz, 2H,
ArOCH2CO2CH2CHs); 4,61 (s, 2H, ArOCH2CO2CH2CHs); 5,34-5,37 (m, 2H, H8-9'a)
6,72 (dd, J = 8,1 Hz, J = 2,2 Hz, 1H, H6); 6,77 (s, 1H, H2); 6,82 (d, J = 7,6 Hz, 1H,
H4): 7,19 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H5).

RMN de 3C (CDCls; 75 MHz): &: 14,3-14,4 (CHs, 15'a, ArOCH2CO2CH2CH?3); 22,8
(CHz, 14’a); 27,4 (CH2, 7’a, 10’a); 29,2-29,9 (CH2, 3’-6’a, 11’-12’a); 31,5 (CH2, 2’a);
32,0 (CH2, 13a); 36,2 (CH2, 114a); 615 (ArOCH2CO2CH2CH3); 65,7
(ArOCH2CO2CH2CH3); 111,7 (CH, 6); 115,3 (CH, 2); 122,1 (CH, 4); 129,4 (CH, 5);
130,0-130,1 (CH, 8-9’a); 145,0 (C, 3); 158,1 (C, 1); 169,3 (ArOCH2C0O2CH2CHs).

2-(3-Pentadecilfendxi)acetato de etila (LDT15, 21)

Solido branco
\/ONAO C1sH31 Rendimento (90 %)
© Rr: 0,50 (9:1 Hex:AcOEY)
Ponto de fuséo: 30-31 °C

Foérmula molecular: C2sH4203
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RMN de H (CDClz; 500 MHz): &: 0,89 (t, J = 6,9 Hz, 3H, H15"); 1,30-1,33 (m, 27H,
H3'-14", ArOCH2CO2CH2CHa); 1,57-1,62 (m, 2H, H2'); 2,58 (t, J = 7,7 Hz, 2H, H1);
4,28 (g, J = 7,1 Hz, 2H, ArOCH2CO2CH>CHz); 4,62 (s, 2H, ArOCH2CO2CH2CHb);
6,71 (dd, J = 8,2 Hz, J = 2,2 Hz, 1H, H6); 6,77 (sl, 1H, H2); 6,81 (d, J = 7,5 Hz, 1H,
H4); 7,19 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H5).

RMN de 13C (CDCls; 125 MHz): &: 14,3 (ArOCH2CO2CH2CHs); 14,4 (CHs, 15°); 22,9
(CHz, 14’); 29,5-29,9 (CHz, 3-12’); 31,5 (CHz, 27); 32,1 (CH», 13"); 36,2 (CH2, 1'); 61,5
(ArOCH2CO2CH2CHs); 65,6 (ArOCH2CO2CH-CHs); 111,6 (CH, 6); 115,3 (CH, 2);
122,1 (CH, 4); 129,4 (CH, 5); 145,0 (C, 3); 158,0 (C, 1); 169,3 (ArOCH2CO2CH2CHs).

5.1.5 Obtencdo da Mistura de Esteres LDT539 (22) e dos Derivados a,a-
Dimetiléster LDT539A (23) e LDT408 (24)

/@\ Br(CH,),CCO,Et /@\
HO R K,COs, K, CH,CN \/O%O .
@]

85°C,24 h

=Gt {tBligéA?:f’;‘e“’ =Gt {t%ig;{?:iﬁ”
LDT10,n=0 LDT408,n=0

Em experimentous independentes, a um baldo (50,0 mL) foram adicionados
os fendis 16 (0,90 g; 3,01 mmol), 17 (1,00 g; 3,30 mmol) ou 18 (1,20 g; 3,94 mmol),
carbonato de potassio (2,00 eq), iodeto de potassio (1,00 eq) e acetonitrila (10,0
mL). A mistura permaneceu sob agitacdo magnética durante 30 minutos, e entao, foi
adicionado a-bromoisobutirato de etila (3,00 eq). A reacdo prosseguiu sob agitacéo
magnética em sistema com condensador acoplado a banho termostatico a 10 °C,
sob refluxo com temperatura interna de 85 °C por 24 horas. Apos reducao do volume
de solvente a presséo reduzida, a mistura foi diluida com agua destilada (20,0 mL) e
extraida com acetato de etila (2 x 10,0 mL). As fracdes organicas foram lavadas com
solucéo de acido cloridrico 10 % (15,0 mL), solugcédo salina saturada (15,0 mL) e
seca sob sulfato de sédio. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e os
residuos purificados em coluna de gel de silica eluida com hexano, fornecendo a

mistura e os derivados.
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Mistura  de (2)-2-metil-2-(3-(pentadec-8-en-, 8,11-dien-, 8,11,14-trien-1-
ifenoxi)propanoato de etila (LDT539, 22)

/@\ Oleo incolor

O 1 0

~ \”><o CycHarn Rendimento (90 %)

O n=24e6 Rr: 0,84 (4:2 Hex:AcOEt)

Formula molecular: C27H4003

RMN de H (CDClIs; 300 MHz): &: 0,87-0,94 (m, 3H, H15'a-b); 1,23-1,40 (m, 22H, H3'-
6'a-c, H11'a, H14’a-b, ArOC(CHs)2CO2CH2CHs); 1,60 (s, 11H, HZ2a-c,
ArOC(CH3)2C0O2CH2CH3); 2,00-2,04 (m, 4H, H7’a-c, H10’a, 13’b); 2,54 (t, J = 7,6 Hz,
2H, Hla-c); 2,79-2,84 (m, 1H, H10b-c, H13c); 4,24 (q, J = 7,1 Hz, 2H,
ArOC(CHzs)2C0O2CH2CH3); 5,34-5,44 (m, 2H, H8’-9’a-c, H11-12’b-c); 6,65 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H6); 6,70 (s, 1H, H2); 6,80 (d, J = 7,4 Hz, 1H, H4); 7,12 (t, J = 7,7 Hz, 1H,
H5).

RMN de ¥C (CDCIls; 75 MHz): &: 14,3 (CHs, 15’a-b, ArOC(CH3)2CO2CH2CHs,); 22,8
(CH2, 14’a-b); 25,6-25,8 (CH2, 10’b-c, 13’c, ArOC(CH3)2CO2CH2CH3s); 27,4 (CH2, 7’a-
c, 10’a, 13’a); 29,2-29,9 (CH2, 3-6’a-c; 11°-12’a); 31,4 (CH2, 2’a-c); 32,0 (CH2, 13’a);
36,1 (CH2, 1’'a-c); 61,5 (ArOC(CHs)2C0O2CH2CHs3); 79,1 (ArOC(CHz)2CO2CH2CH3s);
114,9 (ArCH, 15°c); 116,3 (ArCH, 6); 119,6 (ArCH, 2); 122,5 (ArCH, 4); 129,5 (ArCH,
5); 127,8-128,9 e 130,0-130,1 (CH, 8-9’a-c, 11’-12’b-c); 144,4 (ArC, 3); 155,6 (ArCO,
1); 174,6 (ArOC(CHs3)2C02CH2CHs).

2-Metil-2-(3-((82)-pentadec-8-en-1-il)fenoxi)propanoato de etila (LDT539A, 23)

/@\ Oleo incolor
\/O\”><O CyeHas Rendimento (86 %)
o) Rt 0,53 (9:1 Hex:AcOEt)

Formula molecular: C27H4403

RMN de H (CDClz; 300 MHz): &: 0,91-0,95 (m, 3H, H15’a); 1,27-1,38 (m, 19H, H3"-
6'a, H11-14a, ArOC(CHz)2CO2CH2CH3); 1,61-1,64 (m, 8H, HZ24,
ArOC(CHs)2C0O2CH2CH3); 1,98-2,07 (m, 4H, H7’a, H10’a); 2,58 (t, J = 7,7 Hz, 2H,
H1'a); 4,28 (g, J = 7,1 Hz, 2H, ArOC(CH3)2CO2CH2CH3); 5,37-5,41 (m, 2H, H8’-9’a);
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6,69 (dd, J = 8,2 Hz, J = 1,9 Hz, 1H, H6); 6,73 (sl, 1H, H2); 6,84 (d, J = 7,5 Hz, 1H,
H4); 7,17 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H5).

RMN de 13C (CDCls; 75 MHz): &: 14,0-14,3 (CHs, 15'a, ArOC(CHa)2CO2CH2CHs,):
22,8 (CHz, 14'a); 25,6 (CH2, ArOC(CHs)2CO2CH2CHs); 27,4 (CHz, 7'a, 10’a); 29,2-
29,9 (CHz, 3-6'a; 11-12'a); 30,1-31,4 (CHz, 2'a); 32,0 (CH2, 13'a); 36,1 (CH2, 1'a);
61,5 (ArOC(CH3)2CO2CH2CH3); 79,1 (ArOC(CH3)2CO2CH2CHs); 116,3 (CH, 6); 119,6
(CH, 2); 122,5 (CH, 4); 128,9 (CH, 5); 130,0-130,1 (CH, 8'-9'a); 144,4 (C, 3); 155,6
(C, 1); 174,6 (ArOC(CH3)2CO2CH2CHa).

2-Metil-2-(3-Pentadecilfendxi)propanoato de etila (LDT408, 24)

% /@\ Oleo amarelo
~° 7o CicHay Rendimento (92 %)
o)

Rt 0,75 (9:1 Hex:AcOEt)

Férmula molecular: C27H4603

RMN de 'H (CDCls; 300 MHz): &: 0,89 (t, J = 6,7 Hz 3H, H15); 1,24-1,28 (m, 27H,
ArOC(CHa)2CO2CH2CHs, H3'-14); 1,57-1,61 (m, 8H, ArOC(CH3)2CO2CH2CHz e H2');
2,55 (t, J = 7,7 Hz, 2H, H1)); 4,24 (g, J = 7,1 Hz, 2H, ArOC(CH3)2CO2CH2CH3); 6,65
(dd, J= 8,1 Hz, J = 1,7 Hz, 1H, H6); 6,70 (sl, 1H, H2): 6,81 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H4);
7,13 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H5).

RMN de 3C (CDCls; 75 MHz): &: 14,3 (ArOC(CHa)2CO2CH2CHs); 14,3 (CHs, 15');
22,9 (CHz, 14’); 25,6 (ArOC(CH3)2CO2CH2CHa); 29,5-29,9 (CHz, 3-12); 31,5 (CHo,
2); 32,1 (CHz 13); 36,1 (CHz, 1); 61,5 (ArOC(CHs)2CO2CH>CHa); 79,1
(ArOC(CH3)2CO2CH2CHs); 116,3 (CH, 6); 119,6 (CH, 2); 122,5 (CH, 4); 128,9 (CH,
5); 144,5 (C, 3); 155,6 (C, 1); 174,6 (ArOC(CHz)2CO2CH2CHa).
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5.1.6 Sintese das Misturas de Acidos LDT487 (25) e LDT540 (26) e dos Derivados
B-oxoécidos LDT487A (27), LDT540A (28), LDT16 (29) e LDT409 (30)

—_—
THF/H,0, aliquat336 H Y
\/O\H/Y\o R  taou80°C,4h O\[/ ~0 R

(0] o]
Y = CH, ou C(CH,), Y = CH, ou C(CH,),
LDT486, LDT539,n=2,4¢€6 LDT487, LDT540,n=2,4e6
R =CysHain § LDT486A, LDT539A, n =2 R =CysHan § LDT487A, LDT540A, n = 2
LDT15, LDT408, n =0 LDT16, LDT409, n =0

Em experimentos independentes, a um balédo (25,0 mL) foram adicionados as
misturas e os derivados: 19 (0,54 g; 1,40 mmol), 20 (0,50 g; 1,28 mmol), 21 (0,25 g;
0,64 mmol), 22 (0,40 g; 0,97 mmol), 23 (0,50 g; 1,20 mmol) ou 24 (0,50 g; 1,19
mmol), hidroxido de litio (4,00 eq), solubilizado em agua destilada (1,0-2,0 mL),
catalisador de transferéncia de fase Aliquat336® (2-3 gotas) e tetraidrofurano (5,0-
10,0 mL). O sistema reacional foi colocado sob agitacdo magnética por 4 horas.
Para os derivados dimetilados, o sistema reacional foi colocado sob agitacdo
magnética com condensador acoplado a banho termostatico a 10 °C, sob refluxo
com temperatura interna a 80 °C por 4 horas. Na sequéncia, a mistura foi acidificada
com &cido cloridrico concentrado até pH 1,0 e extraida com acetato de etila (3 x 5,0
mL). As fracdes organicas reunidas foram lavadas com solucdo salina saturada
(10,0 mL) e seca com sulfato de soédio anidro. O solvente foi evaporado a pressao
reduzida e os produtos obtidos foram purificados em coluna de gel de silica, eluida
com hexano/acetato de etila (80 %: 20 %), fornecendo os derivados e as misturas de

acidos.

Mistura de Acidos (2)-2-(3-(pentadec-8-en-, 8,11-dien-,  8,11,14-trien-1-
ilffenoxi)acético (LDT487, 25)
Oleo incolor
HO /©\ Rendimento (74 %)
ll)ﬁo ffng'jgg Rr: 0,42 (4:1 Hex:AcOEt)

Foérmula molecular: C23H3203
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RMN de H (CDCls; 300 MHz): &: 0,88-0,95 (m, 3H, H15'a-b); 1,28-1,41 (m, 14H, H3'-
6 a-c, H11’a, H14’a-b); 1,59-1,64 (m, 2H, H2'a-c); 2,02-2,04 (m, 3H, H7’a-c, H10'a,
H13'b): 2,59 (t, J = 7,7 Hz, 2H, H1'a-c); 2,80-2,84 (m, 2H, H10’b-c, H13’c); 4,69 (s,
2H, ArOCH2CO2H); 5,35-5,41 (m, 2H, H8-H9’a-c, H11’-12'b-c): 6,74 (dd, J = 8,2 Hz,
J=2,1Hz, 1H, H6); 6,79 (sl, 1H, H2): 6,86 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H4); 7,22 (t, J = 7,8 Hz,
1H, H5).

RMN de 13C (CDCls; 75 MHz): &: 14,0-14,3 (CHs, 15'a-b); 22,9-23,0 (CHz, 14'a-h);
25,8-25,9 (CH2, 10'b-c, 13'c); 27,4 (CH2, 7'a-c, 10’a, 13'b); 29,2-29,9 (CH2, 3'-6'a-c,
11-12'a); 31,5 (CH2, 2a-c); 31,7-32,0 (CH, 13'a); 36,1 (CH2, la-<c); 65,1
(ArOCH2CO2H); 111,6 (ArCH, 6); 114,9 (CH, 15°c); 115,3 (ArCH, 2); 122,6 (ArCH, 4);
129,5 (CH, 5); 127,1-129,5 e 130,0-130,6 (CH, 8-9’a-c, 11’-12'b-c); 137,0 (CH, 14°c);
145,2 (C, 3): 157,6 (C, 1); 174,3 (ArOCH2CO:H).

Mistura de Acidos (2)-2-Metil-2-(3-(pentadec-8-en-, 8,11-dien-, 8,11,14-trien-1-
ilffendxi)propandico (LDT540, 26)
Oleo incolor
HO Rendimento (82 %)
| o CisH31n _ _ _
5 n=24e6 Rt 0,66 (4:1 Hex:AcOEt)
Formula molecular: C2sHz603

RMN de !H (CDCIs3; 300 MHz): &: 0,87-0,94 (m, 3H, H15’a-b); 1,31-1,40 (m, 18H, H3'-
6’ a-c, H11’a, H14’a-b); 1,60 (s, 12H, H2'a-c, ArOC(CHz3)2CO2H); 2,01-2,03 (m, 3H,
H7’a-c, H10’a, H13’b); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, H1'a-c); 2,79-2,84 (m, 1H, H10’b-c,
H13'c); 5,34-5,38 (m, 2H, H8'-HY'a-c, H11’-12’b-c) 6,75 (d, J= 8,1 Hz, 1H, H6); 6,78
(sl, 1H, H4); 6,89 (d, J= 7,5 Hz, 1H, H4); 7,17 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H5).

RMN de 3C (CDCls; 75 MHz): &: 14,3 (CHs, 15’a-b); 22,8-23,0 (CH2, 14’a-b); 25,3-
25,8 (CH2, 10’b-c, 13’c, ArOC(CH3)3CO2H); 27,4 (CH2, 7’a-c, 10’a, 13’b); 29,2-29,9
(CHz, 3-6’a-c, 11’-12’a); 31,5 (CH2, 2’a-c); 31,7-32,0 (CH2, 13’a); 36,0 (CH2, 1’'a-c);
79,8 (ArOC(CHS3)2C0O2H); 114,9 (CH, 15°c); 117,7 (CH, 6); 121,1 (CH, 2); 123,7 (CH,
4); 129,5 (CH, 5); 127,0-129,1 e 130,0-130,3 (CH, 8-9’a-c, 11’-12’b-c); 137,0 (CH,
14’c); 144,8 (C, 3); 154,5 (C, 1); 178,1 (ArOCH2CO2H).
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Acido 2-(3-((82)-pentadec-8-en-1-il)fendxi)acético (LDT487A, 27)

Sélido branco
HO ; 0
mﬂo CreHag Rendimento (88 %)
O Rt 0,60 (3:1 Hex:AcOEt)
Ponto de fusao: 52-54 °C

Formula molecular: C23H3z603

RMN de 'H (CDCls: 300 MHz): &: 0,87-0,92 (m, 3H, H15'a); 1,28-1,32 (m, 15H, H3"
6'a, H11-14’a); 1,61 (sl, 2H, H2'a); 2,00-2,03 (m, 4H, H7’a, H10’a); 2,59 (t, J = 7,7
Hz, 2H, H1'a); 4,68 (s, 2H, ArOCH2CO2H); 5,34-5,38 (m, 2H, H8-H9'a); 6,73 (dd, J =
8,2 Hz, J = 2,2 Hz, 1H, H6); 6,78 (sl, 1H, H2); 6,85 (d, J= 7,5 Hz, 1H, H4); 7,21 (t, J =
7,8 Hz, 1H, H5).

RMN de 13C (CDCls; 75 MHz): &: 14,3 (CHs, 15'a); 22,8 (CHz, 14'a); 27,4 (CHz, T'a,
10'a); 29,2-29,9 (CH», 3-6'a, 11°-12'a); 31,5 (CHz, 2'a); 32,0 (CH2, 13'a); 36,1 (CH>,
1'a); 65,1 (ArOCH2CO2H); 111,6 (CH, 6); 115,3 (CH, 2); 122,5 (CH, 4); 129,5 (CH,
5); 130,0-130,1 (CH, 8'-9’a); 145,2 (C, 3); 157,7 (C, 1); 174,1 (ArOCH2CO2H).

Acido 2-metil-2-(3-((82)-pentadec-8-en-1-il)fenoxi)propandico (LDT540A, 28)

@\ Oleo incolor
HO\”><O Cy5Hos Rendimento (80 %)
O Rt 0,77 (4:1 Hex:AcOEt)

Formula molecular: C2sH4003

RMN de H (CDCIs; 300 MHz): &: 0,86-0,89 (m, 3H, H15’a); 1,26-1,30 (m, 16H, H3'-
6’a, H11-14’a); 1,60 (s, 8H, H2'a, ArOC(CHs).CO2H); 2,00-2,03 (m, 3H, H7a,
H10'a); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, H1’a); 5,33-5,37 (m, 2H, H8-HY'a); 6,74-6,77 (m, 2H,
H6, H2); 6,91 (d, J= 7,5 Hz, 1H, H4); 7,18 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H5).

RMN de 3C (CDCIls; 75 MHz): &: 14,3 (CHs, 15'a); 22,9 (CH2, 14’a); 25,2 (CHz,
ArOC(CH3)sCO2H); 27,4 (CHa, 7’a, 10°a); 29,2-30,0 (CHz, 3-6'a, 11’-12'a): 31,5 (CHa,
2'a); 32,0 (CHz, 13'a); 36,0 (CHz, 1'a); 80,0 (ArOC(CHz3)2CO2H): 118,0 (CH, 6); 121,4
(CH, 2); 122,4 (CH, 4); 124,0 (CH, 5); 128,3-129,2 e 130,0-130,3 (CH, 8'-9'a); 144,8
(C, 3); 154,2 (C, 1); 177,2 (ArOCH2CO2H).
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Acido 2-(3-Pentadecilfenoxi)acético (LDT16, 29)

Solido branco
Hoﬁho CisHay Rendimento (90 %)
© Rr: 0,58 (3:1 Hex:AcOEY)
Ponto de fuséo: 77-79 °C

Formula molecular: C23Hzs03

RMN de H (CDCls; 500 MHz): &: 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H, H15'); 1,27-1,31 (m, 24H, 3"-
14'): 1,60-1,62 (M, 2H, H2); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, H1); 4,66 (s, 2H, ArOCH2CO2H);
6,72 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H6); 6,77 (sl, 1H, H2): 6,84 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H4): 7,20 (t, J
= 7,8 Hz, 1H, H5).

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

Acido 2-Metil-2-(3-pentadecilfenoxi)propandico (LDT409, 30)

/@\ Sélido Branco
HO .
%o CysHag Rendimento (90 %)

© Rr: 0,66 (3:1 Hex:AcOEt)
Ponto de fusao: 46-48 °C

Formula molecular: C2sH4203

RMN de 'H (CDCls; 300 MHz): &: 0,90 (t, J = 6,6 Hz, 3H, H15"); 1,28 (s, 24H, CHz,
H3'-14’); 1,62 (m, 8H, ArOC(CHz)2CO2H e H2'); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, H1)); 6,76
(dd, J = 8,1 Hz, J = 1,7 Hz, 1H, H6): 6,79 (sl, 1H, H2): 6,90 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H4);
7,18 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H5).

RMN de 13C (CDClsx; 75 MHz): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14); 253
(ArOC(CHz3)3CO:zH); 29,5-29,9 (CH2, 3-12)); 31,5 (CHz, 2)); 32,1 (CHz, 13’): 36,0
(CHz2, 1'); 79,6 (ArOC(CH3)2CO2H): 117,6 (CH, 6); 121,0 (CH, 2); 123,6 (CH, 4);
129,1 (CH, 5); 144,8 (C, 3); 154,7 (C, 1); 179,2 (ArOC(CHz)2CO2H).
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5.2 AVALIACAO BIOLOGICA

Uma vez sintetizados e caracterizados por métodos espectroscopicos, todos os
derivados-alvo foram submetidos a ensaios in vitro para avaliacdo da ativacéo
transcricional frente a PPARSs, através de ensaio de gene reporter em células de rim
embrionario humano (HEK293), e seus efeitos regulatérios na expressao de genes
alvo de PPAR associados a oxidacdo e captacdo de acidos graxos, por meio de
ensaio com hepatdcitos primarios extraidos de camundongos, e diferenciagdo de
células 3T3-L1. Em adicédo, foi determinada a viabilidade de cardiomidcitos H9c2 e
células HEK293 apods tratamento com os LDTs. Por fim, os compostos da série
saturada LDT15 (21), LDT408 (24) e LDT409 (30) foram submetidos a estudos in
Vvivo para caracterizacdo da ativacdo transcricional de PPAR em Danio rerio
(zebrafish) e determinacdo do composto mais ativo para a série.

Os ensaios biologicos foram realizados em colaboracdo com a Prof. Dra.
Carolyn Cummins, pelas alunas Lilia Magomedova e Cigdem Sahin, do Nuclear
Hormone Receptors in Human Health and Disease da Leslie Dan Faculty of
Pharmacy, University of Toronto (UofT). Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Faculties of Medicine and Pharmacy Animal Care Committee (FMPACC) da
UofT.

5.2.1 Reagentes Quimicos

Os controles WY14643, GW7647, GW0742, rosiglitazona e pioglitazona foram
adquiridos da Cayman Chemicals® (EUA). Comprimidos de inibidores de protease
foram obtidos da Roche® (Canada). Dexametasona, insulina, isobutilmetilxantina,
meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com alto teor de glicose,
DMEM com baixo teor de glicose, DMEM sem glicose, lactato de sodio, penicilina e
estreptomicina, solucdo 0,25 % de tripsina-EDTA, tampao fosfato-salino (PBS),
dimetilsulféxido (DMSO), corante 6leo vermelho O em p6 e 10% de formalina
tamponada neutra foram obtidos a partir da Sigma-Aldrich® (EUA). Soro fetal
bovino, soro fetal bovino tratado com carvao ativado, soro neonatal bovino e meio de

cultura M199 foram adquiridos da Invitrogen® (EUA). As placas tratadas com cultura
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de tecidos e as placas revestidas com colagénio tipo | de camundongos foram
obtidas da BD Bioscience® (EUA). O sistema de ensaio de luciferase foi adquirido
da Promega® (EUA). Por fim, o RNA STAT-60 foi comprado da Tel-Test Inc®.

5.2.2 Plasmideos

Os plasmideos GAL4-hPPARa, GAL4-hPPARB/6, GAL4-hPPARy, GAL4-
mPPARa, GAL4-mPPARB/5, GAL4-mPPARYy, o promotor de luciferase, o controle [3-
galactosidase, e o vetor de plasmideo pGEM foram cedidos pelo Prof. Dr. David
Mangelsdorf da University of Texas. Os plasmideos foram convertidos em DH5-alfa
de Escherichia coli, e cultivados por 12 horas a 37 °C, em placas de agar Miller
contendo 0,1 mg/mL de ampicilina. Uma Unica coldnia foi isolada e cultivada em
meio de caldo LB contendo 0,1 mg/mL de ampicilina, sobre agitacdo a 37 °C durante
12 horas. O DNA de plasmideo foi purificado utilizando o kit de midiprep de
plasmideo GenElute-HP da Invitrogen® (EUA).

5.2.3 Linhagens Celulares e Condi¢0es para Cultivo

Células de rim embrionario humano HEK293 foram cultivadas em DMEM com
alto teor de glicose suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de
penicilina/estreptomicina em placas de cultura de 100 mm, e incubadas a 37 °C em
atmosfera imida mantida com 5 % de diéxido de carbono (CO2). Quando em uso, as
células HEK293 foram rotineiramente divididas em nova placa ao atingir
aproximadamente 80 % de confluéncia, duas vezes por semana na proporcdo de
1:5. Células 3T3-L1 murino foram mantidas em DMEM contendo 10 % de soro
neonatal bovino e 1 % de penicilina/estreptomicina, incubadas a 37 °C em atmosfera
Umida mantida com 5 % de CO: até atingirem a confluéncia. As células 3T3-L1
foram divididas em proporcao 1:4 ou 1:8, uma vez por semana. A linhagem celular
de cardiomiécitos de camundongos H9c2 foi cultivada em DMEM suplementado com
10 % de soro fetal bovino e 1 mM de piruvato de sodio, dividida em proporcéao de 1:3

ao atingirem aproximadamente 70 % de confluéncia.
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5.2.4 Ensaio de Gene Reporter

Células HEK293 foram transfectadas, aproximadamente 40 mil células por
poco, usando fosfato de calcio, em DMEM contendo 10 % de soro fetal bovino
tratado com carvao ativado, em placa de 96 pocos e incubadas por 12 horas a 37 °C
em atmosfera imida mantida com 5 % de CO2. No dia seguinte, as células foram
transfectadas com os plasmideos de expressdo GAL4-hPPARa, GAL4-hPPARPB/S e
GAL4-hPPARYy. A quantidade total de DNA de plasmideo (150 ng/po¢o) incluiu 50 ng
de reporter de luciferase, 20 ng pCMX-B-galactosidase, 15 ng de GAL4-LBD da
proteina de fusdo do receptor, e pGEM para preenchimento do plasmideo. Os
compostos para teste foram adicionados no mesmo meio de 6 a 8 horas pos-
transfeccdo em concentracdes de 10 nM a 100 uM. Para PPARa, foram utilizados
como controles positivos, GW7647 e WY14643, em PPARRB/® os controles utilizados
foram CAY10592 e GWO0742, por fim, em PPARy utilizou-se rosiglitazona e
pioglitazona. Etanol e dimetilsulfoxido foram usados em concentracdes finais de 0,1
% como veiculos e controles negativos. As células foram colhidas 14 a 16 horas
mais tarde e ensaiadas para a atividade de luciferase, sendo os valores da luciferase
normalizados para a eficiéncia da transfeccdo utilizando [-galactosidase, e
multiplicados pelo tempo de incubacédo para a atividade de B-galactosidase. Os
valores foram expressos como unidades relativas de luciferase (RLU). Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata e repetidos em trés ensaios
independentes. Ao final, curva dose resposta foi confeccionada por meio do
programa GraphPad Prism 6® atrdves dos valores de ECso obtidos para cada

composto.

RLU = Atividade Luciferase X Tempo (min)

Atividade B-galactosidase

5.2.5 Ensaio em Hepatdcitos Primarios

Hepatdcitos primarios do figado de camundongos tipo selvagem, com 7 a 10
semanas de idade, foram isolados por perfusdo de colagenase conforme descrito

por Patel e colaboradores (2011).
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Em resumo, os camundongos foram anestesiados na presenca de isoflurano
e 0s orgaos externos deslocados de maneira a se expor a veia porta. Uma canula
(24GA, 0,75 IN; BD Angiocath) foi inserida na veia porta e o figado foi perfundido
com 40 mL de tampé&o de digestdo de colagenase, utilizando uma bomba peristéaltica
operada a 4 mL/min por 10 minutos. O figado digerido foi excisado e transferido para
placa estéril de 100 mm para lavagem com DMEM contendo baixa concentracdo de
glicose e 5 % de soro fetal bovino tratado com carvdo ativado, 1 x de
penicilina/estreptomicina e 0,01 M de HEPES. As células foram retiradas do figado
com auxilio de uma pinca de ponta fina, filtradas através de filtro de células de 100
um (BD Bioscience®, EUA), e centrifugadas com forca centrifuga relativa de 50 xg
durante 3 minutos a temperatura ambiente. Os hepatdécitos foram lavados trés vezes
com tampao de lavagem composto por DMEM com baixa concentracdo de glicose
suplementado com 5 % soro fetal bovino tratado com carvao ativado e 1 M HEPES,
pH 7,4 e 1 % penicilina/estreptomicina.

As células foram contadas usando corante azul de triptofano, para
determinacdo da viabilidade, e semeadas em placas revestidas com colageno de
tipo | e IV, em concentracdo de 0,5x10° células por poco, durante 2 horas em meio
contendo 10 % de soro fetal bovino tratado com carvao ativado, 1 x de
penicilina/estreptomicina e 10 nM de insulina. Em seguida, foi adicionado meio de
cultura M199, contendo 5 % de soro fetal bovino tratado com carvdo, 1 % de
penicilina/estreptomicina e 1 nM de insulina. Tratamentos com os ligantes a 50 uM, o
controle positivo WY14643 ou com os veiculos em concentracdes finais de 0,1 %,
etanol e dimetilsulféxido, foram realizados no dia seguinte, em meio M199 sem soro
fetal bovino e incubado por 12 horas a 37 °C em 5 % de CO2. As células foram
colhidas 16 horas mais tarde, para a extracdo de RNA e realizacdo de gPCR para
analise da expresséo de genes: CD36, FABP1, PDK4, CPT1 e FGF21.

5.2.6 Ensaio de Diferenciacdo de Adipocitos

Células 3T3-L1 foram cultivadas em placas de 12 pocos para cultura de
células, mantidas em DMEM suplementado com 10 % de soro neonatal bovino, até
sua confluéncia de 100 %. Dois dias depois, a diferenciacdo de adipdcitos foi

induzida pelo tratamento das células com meio de diferenciagédo celular contendo
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100 pg/mL de isobutilmetilxantina, 1 uM de dexametasona e 5 pg/mL de insulina.
Com o inicio da diferenciacdo, as células foram tratadas com o ligante a 25 uM, o
controle positivo, rosiglitazona e pioglitazona, ou os veiculos a 0,1 %, etanol e
dimetilsulféxido. Em todo o periodo de cultivo, totalizando 11 dias, as células foram
submetidas a tratamento com ligantes ou com os veiculos. A adipogénese foi
avaliada pela expresséo de proteinas adipocitarias, aP2, LPL, CD36 e adiponectina,
por meio de qPCR (STUDENT; HSU; LANE, 1980).

Ao final do ensaio de diferenciacdo de adipdcitos, o acumulo de lipideos foi
avaliado pela coloragdo com o corante de lipideos vermelho neutro. Apés 11 dias de
diferenciacéo, as células foram lavadas duas vezes com PBS e fixadas em 10 % de
formalina tamponada neutra por 1 hora a temperatura ambiente. O vermelho neutro
foi diluido em &gua destilada (3:2) e esta mistura, filtrada com membrana de 0,45
pum. Na sequéncia, as células fixadas foram lavadas duas vezes com agua destilada
e isopropanol 60% e coradas com solugao 0,6 % de vermelho neutro, 60 % de
isopropanol e 40 % de agua, durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguida
de 4 lavagens com agua destilada para remocdo do corante ndo ligado as células.
As imagens foram visualizadas usando o sistema de imagens celular EVOS® XL
CORE (Life Technologies, Canada).

5.2.7 Extracdo de RNA, Sintese de DNA e Analise por gPCR

O RNA total das células foi isolado usando RNA STAT-60, tratado com DNase
| e transcrito reversamente em DNA complementar (cDNA) com hexameros
aleatdrios, utilizando o High Capacity Reverse Transcription System da ABI®. gPCR
foi realizada usando 2X SYBR Green Master Mix em equipamento 7900 da ABI®,
com placas de 384 pocos. O método Ct comparativo foi utilizado para calcular os
niveis relativos de RNA mensageiro (mMRNA), normalizados para a ciclofilina ou ao
MRNA 36B4 (BOOKOUT et al., 2005).
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5.2.8 Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi medida utilizando kit de ensaio colorimétrico MTT a
595 nm (Roche®). Células H9c2 foram semeadas em placas de 96 pocos, 5 mil
células por poco, e mantidas com 100 puL de meio DMEM suplementado com 10 %
de soro fetal bovino e 1 % de penicilina/estreptomicina. As células HEK293 foram
cultivadas a 40 mil células por poco, em placa de 96 pocos contendo DMEM
suplementado com 10 % de soro fetal bovino. Ambas as linhagens celulares foram
incubadas a 37 °C, em 5 % de CO:2 por 24 horas. No dia seguinte, as células foram
tratadas com o veiculo dimetilsulfoxido em concentracdo de 0,1 %, controles
positivos (100 uM e 150 uM de &cido palmitico, 100 uM de &cido estearico, 10 uM de
rosiglitazona, 10 uM de WY14643, 10 uM de GW7642 e 1 uM de muraglitazar) ou 25
MM dos compostos LDTs, e incubadas durante 24 horas. Ap6s o periodo de
tratamento, foram adicionados 10 uM de reagente de marcacdo MTT, para obter
uma concentracéo final de 0,5 mg/mL em cada poco, e as células foram incubadas
por 4 horas, a 37 °C em 5 % de CO2. O corante foi inativado por meio da adicdo de
100 pL de tampéo de solubilidade Roche® a cada poco e incubacao da placa por 12

horas em atmosfera umidificada, antes de medir a absorbancia em 595 nm.

Viabilidade celular (%) = Absorbancia do composto — Absorbéancia do branco x 100

Absorbancia do DMSO — Absorbancia do branco

5.2.9 Sistema Reporter Fluorescente em Danio rerio (Zebrafish)

Plasmideos e linhagens transgénicas de zebrafish foram criadas contendo os
vetores de expressdo GAL4-DBD para o LDB de PPARa (aminoacidos 179-468),
PPARR/d (aminoacidos 142-441) e PPARYy (aminoacidos 189-477), junto ao gene da
proteina fluorescente verde (GFP), conforme descrito por Tiefenbach e
colaboradores (2010).

O Zebrafish foi mantido em temperatura de 28,5 °C em ciclo claro/escuro por
10 a 14 horas e analisado de acordo com horas ou dias pos-fertilizacdo. Os
embrides transgénicos de PPAR foram coletados a partir de cruzamento de peixes

homozigotos com o tipo selvagem, e desenvolvidos em agua de embrido (0,0750 g/L
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de bicarbonato de sédio, 0,0180 g/L de sal marinho e 0,0084 g/L de sulfato de célcio
hidratado). Todos os embrides com desenvolvimento atrasado, mortos ou nao
fertilizados, foram descartados. Enquanto os corios de embrides, um dia apds a
fertilizacdo, foram removidos enzimaticamente com Pronase (1,0 mg/mL).
Espécimes de dez embrides foram dispensadas por poco em placa de 24 pocos. Os
derivados LDT15 (21), LDT408 (24) e LDT409 (30), controles positivos WY14643,
GWO0742 e rosiglitazona, ou veiculo DMSO, nas concentracfes de ECso previamente
obtidas no ensaio de gene reporter, foram solubilizados em 500 yL de agua de
embrido e adicionados a cada po¢o embrionario. Para PPARa: 3,4 uM de LDT15
(21), 8,9 uM de LDT408 (24), 0,5 uM de LDT409 (30) e 5,0 uM de WY14643. Para
PPARB/®: 26,0 uM de LDT15 (21), 30,0 uM de LDT408 (24), 30,0 uM de LDT409
(30) e 1,0 uM de GWO0742. Para PPARYy: 43,0 uM de LDT15 (21), 3,5 uM de LDT408
(24), 0,9 uM de LDT409 (30) e 100,0 nM de rosiglitazona. Ap6s 1 hora de pré-
incubacédo, os embrides foram submetidos a calor (28 a 37°C) por 30 minutos e
imagens foram tiradas 24 horas mais tarde. A interacao da proteina de fusdo GAL4-
PPAR na presenca de ligantes ativos, resultou na expressao fluorescente do gene

reporter de GFP.

5.2.10 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados no programa estatistico GraphPad PRISM®.
Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Para comparacdo da média entre dois grupos, a significancia estatistica foi
determinada por teste t de Student com correcdo de Welch. Para comparacéo da
média entre multiplos grupos, a anélise de variancia de um fator (one way ANOVA),
seguida por pos-teste e corre¢cdo de Holm-Sidak foi utilizada. Os valores atipicos
foram removidos pelo método ROUT. O nivel de significancia adotado foi p <0,05.
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Resultados e Discussao
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Sintese e Caracterizacao
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6. SINTESE E CARACTERIZACAO

O planejamento sintético visando a obtencdo dos derivados-alvo a partir do
LCC técnico compreendeu a exploracdo de procedimentos sintéticos classicos de
interconversao de grupos funcionais, por exemplo, O-alquilacdo, e hidrélise alcalina,
em condi¢cdes experimentais a temperatura ambiente ou aquecimento convencional.

Os compostos sintetizados para o trabalho apresentam suas propriedades
intelectuais protegidas por patente intitulada “Novel ligands of PPARa/d/g derived
from cashew nut shell liquid (CNSL) with application to metabolic and Alzheimer’s
disease”, numero 10002758, depositada em 26 de maio de 2014 no Canadian
Intellectual Property Office (RO, CA).

6.1 OBTENCAO DA MISTURA DE CARDANOIS (LDT10i, 16)

A mistura de cardanois fornecido pela RESIBRAS foi purificada em coluna de
gel de silica eluida com mistura de hexanos em rendimento de 90 %. LDT10i (16) foi
caracterizada por analise espectroscopica por RMN evidenciando a presenca dos
derivados monoeno (a, C8’-C9’), dieno (b, C8-C9 e C11’-C12’) e trieno (c, C8’-C9’,
C11-C12" e C14’-C'15’). Os grupos vinilidenos 8-9a-c e 11'-12’b-c foram
assinalados como multipleto na faixa de 5,37 a 5,46 ppm no espectro de RMN de 'H
(CDCIs; 500 MHz; Anexo 1), e confirmados por RMN de 13C (CDCls; 125 MHz; Anexo
2) pela presenca de sinais entre 127,0 a 129,5 ppm e 130,0 a 130,6 ppm. O grupo
metilideno 14’c foi identificado por deslocamento quimico em 137,0 ppm (RMN de
13C). Por sua vez, o metileno 15’c foi evidenciado como multipleto entre 4,99 e 5,09
ppm em RMN de !H, corroborado por sinal em 114,9 ppm em RMN de 3C. Os
hidrogénios alilicos (7’a-c, 10’a e 13’b) foram evidenciados como multipleto entre
2,04 e 2,08 ppm em RMN de *H, bem como pelo sinal em 27,4 ppm em RMN de 13C.
Por fim, os hidrogénios bis-alilicos (10’b-c e 13’c) foram assinalados pela presenga
de multipleto na faixa de 2,80 a 2,85 ppm (RMN de !H) e sinais na faixa de 25,8 a
25,9 (RMN de *3C).
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6.2 SERIE SATURADA

A sintese dos derivados planejados a partir do cardanol saturado (Esquema
3) foi iniciada a partir da hidrogenacao catalitica da mistura de cardanois LDT10i
(16), conduzindo a obtencdo do LDT10 (18), como um sélido branco em rendimento
de 95 % e caracterizado em CCD como uma unica mancha (Rf 0,35 1:1 Hex:DCM).

Esquema 3: Metodologia sintética para obtencéo da série saturada

/@\ 0 /@\
5/" HO CysHay

CisHz1n
n=24e6

LDT10i (16) LDT10 (18)
leO% 1 92%
‘ O C15H31 ‘ O C15H31
O (6]
LDT16/LDT409 LDT15/LDT408
(29) (30) (21) (24)

A:Y = CHy; B: Y = C(CHy),

a. Hy, Pd/C 10%, EtOH, t.a., 4h, 60 psi; b. i. BrCH,CO,Et, K,CO3, CH3COCHj, t.a., 24h; ii. Br(CH3),CCO,EL, K,COs, KI, CH4CN, 85°C/ 10°C, 24h;
¢. LiOH, THF-H,0, Aliquat336, t.a. ou 80°C/10°C, 4h.

Na andlise espectroscopica do derivado LDT10 (18), os deslocamentos
quimicos entre 0,91 ppm e 2,59 ppm (RMN de 'H) e 14,3 ppm a 36,0 ppm (RMN de
13C) estdo relacionados a cadeia alquilica saturada. Por sua vez, a auséncia de
sinais referentes aos derivados monoeno, dieno e trieno, corroboraram a
caracterizacao do cardanol saturado.

De posse do derivado LDT10 (18) este foi submetido a reacdo de O-
alquilacdo com 2-haloésteres, bromacetato de etila levando ao derivado beta-
oxiéster LDT15 (21), como um solido branco caracterizado em CCD por Unica
mancha (Rf 0,50 9: 1 Hex:AcOEt) em rendimento de 90 %, ou bromoisobutirato de
etila conduzindo ao derivado LDT408 (24), 6leo amarelo caracterizado em CCD
como Unica mancha (Rf 0,75 9:1 Hex:AcOEt) em rendimento de 92 %. A subunidade
etila do grupo carbetéxi dos derivados foi caracterizada em RMN de 'H (Anexos 11 e
17) pela presenca de quartetos em 4,28 ppm (7,1 Hz) e 4,24 ppm (7,1 Hz),

corroborados pelos respectivos deslocamentos quimicos em 61,5 ppm em RMN de
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13C (Anexos 12 e 18). Adicionalmente, o grupo carbonila foi identificado por sinal em
169,3 ppm e 174,6 ppm, corroborando para caracterizacdo dos derivados 21 e 24,
respectivamente.

A proxima etapa da rota sintética planejada consistiu na hidrolise do grupo
éster dos derivados LDT15 (21) e LDT408 (24), levando aos acidos carboxilicos
correspondentes LDT16 (29), obtido como sdlido branco em rendimento de 90 % e
caracterizado como unica mancha em CCD (Rf 0,58 3:1 Hex:AcOEt), e LDT409 (30)
obtido em rendimento de 90 % como solido branco e caracterizado com Unica
mancha em CCD (Rf 0,66 3:1 Hex:AcOEt). A conversdo foi confirmada pela
presenca de sinal em 173,2 ppm e 179,2 ppm, relativos aos carbonos carboxilicos
no espectro de RMN de 3C para os derivados 29 (CDCls; 125 MHz; Anexo 24) e 30
(CDCls; 75 MHz; Anexo 30), bem como pela auséncia dos sinais referentes ao grupo
etoxila.

Um resumo dos rendimentos, ponto de fusédo e principais sinais em RMN dos
derivados saturados, LDT15 (21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30), estédo

ilustrados na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimas e principais sinais em RMN de 'H e RMN de 13C obtidos para
os derivados LDT15 (21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30)

W
~0
RMN deH RMN de 13C
Compostos Rend. (% 1. (°C W
P 6)  pf.(°0) (ppm)  (5ppm)
CH2COOCH:CHs 1,30-1,33 14,3
LDT15 (21) 90 30-31 CH2COOCH2CHs 4,28 61,5
CH2COOCH:CHs - 169,3
LDT16 (29) 90 77-79 CH2COOH - 173,2
C(CH3)2COOCH,CHs 1,24 —1,28 14,3
C(CH3)2COOCH2CHs 4,24 61,5
LDT408 (24) 92 =
C(CH3)2COOCH,CHs 1,57 —1,61 256
C(CH3)2COOCH2CH3s -- 174,6
C(CHs)2COOCH2CHs 1,62 25,3
LDT409 (30) 90 46-48
C(CHs)2COOH - 179,2

--* Obtido como 6leo
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6.3 SERIE INSATURADA

A principio foi realizada a avaliacao da atividade dos compostos da série C15
saturada por meio de ensaio de gene reporter luciferase, LDT15 (21), LDT16 (29),
LDT408 (24) e LDT409 (30) apresentaram perfis sobre a ativacdo parcial dos trés
isotipos de PPAR e superiores aos &cidos graxos saturados: decandico,
tetradecandico e octadecanoico. Em adicdo, os derivados saturados foram indutores
da expressdo de transcritos de DNA para genes importantes a regulacdo do
metabolismo da glicose e de lipideos. Neste contexto, a série insaturada foi
planejada (Esquema 4), pela semelhanca aos &cidos graxos enddgenos e
eicosandides, visando avaliar a relevancia das duplas ligacbes na interacdo e

ativacdo de PPAR, e sobre seus efeitos regulatérios.

Esquema 4: Metodologia sintética para obtencéo da série mono-, di- e trieno-insaturada

a b
/O\ 98%/90% EON Y~ /O\ 7a%182% O~ YN /O\
HO CisH31n 0 0 ‘ O 0 0 ‘ O CisHa1n

‘ CisHa1n ‘

n=24e6 le} 0
LDT10i (16) LDT486 /LDT539 LDT487/ LDT540
19) (22) (25) (26)

A:Y = CHy; B: Y = C(CH3),

a. i. BrCH,CO,Et, K,CO3, CH3COCHS, t.a., 24h; ii. Br(CHg),CCO,Et, K,COj, KI, CH;CN, 85°C/ 10°C, 24h; b. LIOH, THF-H,0, Aliquat336, t.a. ou 80°C/10°C, 4h.

Na série de analogos com cadeias laterais insaturadas, a mistura LDT10i (16)
foi submetida a reacdo de O-alquilacdo com 2-bromacetato de etila levando a
mistura LDT486 (19), 6leo incolor caracterizado em CCD como Unica mancha (Rf
0,75 4:1 Hex:AcOEt) em rendimento de 98 %, ou bromoisobutirato de etila levando a
mistura de derivados beta-oxiésteres LDT539 (22), obtida como 6leo incolor e
caracterizada em CCD como Unica mancha (Rf 0,84 4:1 Hex:AcOEt) em rendimento
de 90 %. As misturas de ésteres apresentaram sinais caracteristicos para a
subunidade etila do grupo carbetéxi em RMN de 'H (Anexos 7 e 13) pela presenca
de quarteto em 4,28 ppm (7,1 Hz) e 4,24 ppm (7,1 Hz), referentes ao metileno,
corroborados pelos respectivos deslocamentos quimicos em 61,5 ppm em RMN de
13C (Anexos 8 e 14). Enquanto que o sinal relativo ao carbono carbonilico foi

evidenciado em 169,3 ppm e 174,6 ppm.
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As misturas de compostos LDT486 (19) e LDT539 (22) foram submetidas a
hidrolise conduzindo as misturas de acidos carboxilicos LDT487 (25), 6leo incolor
caracterizado como unica mancha em CCD (Rf 0,42 4:1 Hex:AcOEt) em rendimento
de 74 %, e LDT540 (26) obtido em rendimento de 82 % como 6leo incolor
caracterizado com unica mancha em CCD (Rf 0,66 4:1 Hex:AcOEt). A conversao foi
confirmada pela presenca de sinal em 174,3 ppm e 178,1 ppm, relativo ao carbono
carbonilico (RMN de '3C, Anexos 8 e 26), bem como pela auséncia dos sinais em
4,24 ppm e 4,28 ppm em RMN de 'H e 61,5 ppm em RMN de 3C referentes ao
grupo metileno da etoxila.

Um resumo dos rendimentos, ponto de fusdo e principais sinais em RMN das
misturas de compostos, LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e LDT540 (26),

estao ilustrados na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimas e principais sinais em RMN de 'H e RMN de 13C obtidos para
as misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e LDT540 (26)

[ 2 4 6 g 9 11 13 15

W SN NN TN N (A

~N
@) T 3 5 7 10 12 14
> & & g 9 1 12 1
1 3 5' 7 ' 13 15'

10

R
2 4' 6 8' 9 11' 12' 14" 15
== ()
1 3 5 7 10° 13
RMN deH RMN de 13C
Compostos Rend. (% f. (°C w
P ) p.f. CC) ®ppm) (8 ppm)
CH2COOCH2CHz3 1,27 -1,32 14,3-14,4
LDT486 (19) 98 --* CH2COOCH2CHs 4,28 61,5
CH2COOCH2CHs - 169,3
LDT487 (25) 74 o CH2COOH - 174,3
C(CHz3)2COOCH2CH3 1,23 -1,40 14,3
C(CHz3)2COOCH,CHs 4,24 61,5
LDT539 (22) 90 ok
C(CHs3)2COOCH2CH3s 1,60 25,6 — 25,8
C(CH3)2CO0OCH2CH3 -- 174,6
C(CH3)>COOCH;CHs 1,60 258
LDT540 (26) 82 %
C(CH3)2COOH - 178,1

--* Obtido como 6leo
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Em adicdo, as cadeias laterais insaturadas monoeno (a, C8’-C9’), dieno (b,
C8-C9 e C11°-C12’) e trieno (c, C8-C9, C11’-C12’ e C14’-C’15’) também foram

caracterizadas por assinalamentos em RMN de 'H e RMN de 3C (Tabela 3).

Tabela 3: Assinalamentos de RMN de 'H e RMN de 13C das cadeias insaturadas para as misturas de
compostos LDT10i (16), LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e LDT540 (26)

RMN de *H e RMN de 3C (5 ppm)

Deslocamento LDT10i LDT486 LDT487 LDT539 LDT540
15AB 0,89 — 0,95 0,88-090 088-095 087-094 0,87-0,94
14,0 - 14,3 14,3 - 14,4 14,0 — 14,3 14,3 14,3
s o . 1,33-1,43 1,27 -1,32 1,28 -1,41 1,23 - 1,40 1,31 - 1,40
3-6A-Ce 11-12A 29,2 -29,9 29,2 - 29,9 29,2-299  29,2-299 29,2 -29,9
13A 1,33-1,43 1,27 -1,32 1,28-1,41 1,23 - 1,40 1,31 - 1,40
31,7-32,0 32,0 31,7-32,0 32,0 31,7-32,0
14AB 1,33-1,43 1,27 -1,32 1,28 —1,41 1,23 -1,40 1,31-1,40
22,8-23,0 22,8 22,9-23,0 22,8 22,8-23,0
PAC 1,61 1,60 1,59 - 1,64 1,60 1,60
31,5 31,5 31,5 31,4 31,5
, , 2,04 -2,08 2,00-2,04 2,02-204 2,00-2,04 2,01-203
TA-C,10Ae 138 27.4 27.4 27.4 27.4 274
PAC 2,56 2,57 2,59 2,54 2,57
36,0 36,1 36,1 36,1 36,0
, , 2,80 —2,85 280-2,84 2,79-284  279-284
10B-Ce13C 25,8—-25,9 - 25,8 25,9 25,6 —25,8 25,3-258
, 4,99 — 5,09
15'C 114.9 -- 114,9 114,9 114,9
5,37 — 5,46 534536 535-541 534-544  534-538
8-9A-Ce 11-12B-C 127,0-1295 -0" """ 127,1-1295 127,8-128,9 127,0-129,1
130,0 — 130,6 ' '~ 130,0-130,6 130,0-130,1 130,0-130,3
14'C 137,0 - 137,0 - 137,0

6.4 SERIE MONOINSATURADA

Por sua vez, os derivados monoinsaturados foram sintetizados (Esquema 5)

visando mimetizar o acido oleico, agonista endégeno PPAR, e avaliar a importancia

da cadeia monoinsaturada na ativacao dos receptores.
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Esquema 5: Metodologia sintética para obtencdo da série monoinsaturada

0,
HO CisHa1n 56% HO CisHao

n=2,4e6

LDT10i (16) LDT10iA (17)

leO% / 86%
%C
HO_ Y. 88%/80% EtO_ Y
\”/ e, Ci5Hag \”/ e, CisHa9
O (@]

LDT487A/ LDT540A LDT486A / LDT539A

(27) (28) (20) (23)

A:Y = CHy; B: Y = C(CHg),

a. Si0,/AgNO3 12%; b. i. BICH,CO,Et, K,CO3, CH3;COCHS, t.a., 24h; ii. Br(CH3),CCO,EL, K,CO3, KI, CHLCN, 85°C/ 10°C, 24h;
¢. LIOH, THF-H,0, Aliquat336, t.a. ou 80°C/10°C, 4h.

O cardanol monoinsaturado foi obtido apds fracionamento cromatogréafico do
LCC técnico, fornecido pela RESIBRAS, em coluna de gel de silica dopada com 12
% de nitrato de prata eluida com mistura de hexanos em rendimento de 56 %.
LDT10iA (17) foi caracterizado por andlise espectroscépica, evidenciando a
presenca do derivado monoeno. Neste sentido, o vinilideno 8’-9' apresentou
assinalamento como multipleto na faixa de 5,34 a 5,40 ppm em RMN de 'H (CDCls;
500 MHz; Anexo 3), confirmados por RMN de 3C (CDCls; 125 MHz; Anexo 4), pela
presenca de sinais entre 130,0 e 130,1 ppm. Por sua vez, os hidrogénios alilicos (7’
e 10’) foram evidenciados por multipleto entre 2,03 e 2,08 ppm em RMN de 'H, bem
como pela presenca de sinal em 27,4 ppm em RMN de 3C.

Na obtencdo dos derivados monoinsaturados, inicialmente LDT10iA (17) foi
submetido a reacdo de O-alquilacdo com 2-bromacetato de etila conduzindo ao
LDT486A (20), obtido como 6leo incolor em rendimento de 90 % e caracterizado em
CCD como unica mancha (Rf 0,51 9:1 Hex:AcOEt), ou com bromoisobutirato de etila
que forneceu o derivado beta-oxiéster LDT539A (23) como Oleo incolor em
rendimento de 86 % e caracterizado em CCD como unica mancha (Rf 0,53 9:1
Hex:AcOEt). Os grupos metila da subunidade alfa-carbonila do LDT539A (23) foram
caracterizados por deslocamento em 25,6 ppm bem como pela presenca do carbono
terciario em 79,1 ppm em RMN de 13C (CDCls; 75 MHz; Anexo 16) e multipleto entre
1,60-1,64 ppm em RMN de 'H (CDClIs; 300 MHz; Anexo 15). Sinais referente aos
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metilenos caracteristicos a subunidade etila foram evidenciados pela presenca de
quadrupletos em 4,27 ppm (7,1 Hz) e 4,28 ppm (7,1 Hz) em RMN de 'H (Anexos 9 e
15), corroborados pelos respectivos deslocamentos quimicos em 61,5 ppm em RMN
de 13C (Anexos 10 e 16); enquanto o grupo carbonila foi identificado por sinais em
169,3 ppm e 174,6 ppm.

Por fim, os acidos LDT487A (27) e LDT540A (28) foram obtidos apos
hidrélise, em rendimentos de 88 % e 80 %, como soélido branco e 6leo incolor,
caracterizados com unica mancha em CCD (Rf 0,60 3:1 Hex:AcOEt e Rf 0,77 4:1
Hex:AcOEt), respectivamente. Os derivados foram caracterizados pela auséncia dos
sinais em 4,27 ppm e 4,28 ppm (RMN de 'H, Anexos 21 e 27) e 61,5 ppm (RMN de
13C, Anexos 22 e 28), referentes aos grupos metilenos da etoxila, e pela presenca de
deslocamentos quimicos em 174,1 ppm e 177,2 ppm relativos ao carbono
carbonilico no espectro de RMN de 13C.

Um resumo dos rendimentos, ponto de fusédo e principais sinais em RMN dos
derivados monoinsaturados LDT486A (20), LDT487A (27), LDT539A (23) e
LDT540A (28), estdo ilustrados na Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimas e principais sinais em RMN de 'H e RMN de 13C obtidos para
0s compostos monoinsaturados LDT486A (20), LDT487A (27), LDT539A (23) e LDT540A (28)

1 3 5' 7 10' 12 14'

RMN de 'H RMN de 3C

Compostos Rend. (% f. (°C W
P 6 pf. (0 Gppm) (5 ppm)
CH2COOCH:2CHz3 1,27 -1,33 14,3-14,4
LDT486A (20) 90 --* CH2COOCH2CHz3 4,27 61,5
CH2COOCH2CHs3 -- 169,3
LDT487A (27) 74 52-54 CH2COOH - 174,1
C(CHz3)2COOCH2CH3s 1,27 -1,38 14,0 - 14,3
C(CHz3)2COOCH;CHs 4,28 61,5
LDT539A (23) 90 ok
C(CHs3)2COOCH2CH3 1,61-1,64 25,6
C(CH3)2COOCH2CH3 -- 174,6
C(CHz3)2COOCHCHs 1,60 25,2
LDT540A (28) 82 -
C(CH3)2COOH - 177,2

--* Obtido como 6leo



Por fim,

as

cadeias

monoinsaturadas

foram

caracterizadas

assinalamentos em RMN de 'H e RMN de *3C obtidos em ppm (Tabela 5).

Tabela 5: Assinalamentos de RMN de 'H e RMN de 3C das cadeias monoinsaturadas para os

derivados LDT486A (20), LDT487A (27), LDT539A (23) e LDT540A (28)

RMN de *H e RMN de 3C (& ppm)

Deslocamento  LDT10iA  LDT486A  LDT487A  LDT539A  LDT540A
5 089-092 087-091 087-092 091-095  0,86-0,89
14,3 143-14.4 14,3 14,0 - 14,3 14,3
s oriqy  L24-132  127-133  128-132 127-138  126-130
202-299  292-299 292-209 292-299  29.2-300
i3 124-132 127-133 128-132 127-138  1,26-130
32,0 32,0 32,0 32,0 32,0
" 124-132 127-133 128-132 127-138  1,26-130
22,8 22,8 22,8 22,8 22,9
N 160-161 158163 1,61 1,61-1,64 1,60
314 315 315 30,1-314 315
e 10 203-208 201-203 200-203 198-207  200-203
27,4 27,4 27,4 27,4 27,4
., 2,56 2,58 2,59 2,58 2,57
36,0 36,2 36,1 36,1 36,0
- 534-540 534-537 534-538 537-541 >30" 537
130,0-130,1 130,0-130,1 1300-130,1 130,0-1301 25 '

130,0 - 130,3
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7. AVALIACAO BIOLOGICA

Os ensaios biologicos foram realizados em colaboracdo com a Prof. Dra.
Carolyn Cummins, pelas alunas Lilia Magomedova e Cigdem Sahin, do Nuclear
Hormone Receptors in Human Health and Disease da Leslie Dan Faculty of
Pharmacy, University of Toronto (UofT). Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Faculties of Medicine and Pharmacy Animal Care Committee (FMPACC) da
UofT.

7.1 ENSAIO DE GENE REPORTER

Os derivados das séries saturada e monoinsaturada, bem como as misturas
de compostos insaturados foram submetidos a ensaio biol6gico de gene reporter em
células de rim embrionario humano HEK293 e avaliados quanto a atividade
luciferase, em concentragdes de 10,0 nM a 100,0 uM, visando analisar a ativacéo da
transcricdo de PPARa, PPARB/5 e PPARYy. As células foram transfectadas com os
plasmideos de expresséo contendo a sequéncia de codificacdo para o gene reporter
luciferase e as proteinas de fusdo GAL4-hPPAR. A luciferase constitui uma das
enzimas mais utilizadas como reporter, resultando em um sinal bioluminescente por
meio da oxidacdo do substrato luciferina, quando em contato com um ligante ativo,
detectado por um lumindmetro e indicativo da inducdo da ativacdo de PPAR
(CAMPOS-MELO et al., 2014).

7.1.1 PPARa

Inicialmente os compostos da série saturada LDT10 (18), LDT15 (21), LDT16
(29), LDT408 (24) e LDT409 (30) foram avaliados quanto a atividade em PPARa a
50,0 puM por meio de ensaio com GAL4-hPPARaq, utilizando como controle GW7647
(31, Figura 9) (10,0 nM) e tendo como veiculos dimetilsulféxido (DMSO 0,1 %) e
etanol (EtOH 0,1 %).
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Figura 9: Estrutura do controle positivo GW7647 (31), agonista de PPARa
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0
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Os resultados demonstraram que os derivados LDT15 (21) e LDT16 (29)
apresentaram os melhores perfis de indugdo da ativagdo do receptor a, quando
comparados aos veiculos e ao controle GW7647 (31) (Figura 10). Por sua vez,
LDT408 (24) e LDT409 (30) foram considerados ativadores fracos com atividade de
transcricdo em PPARa duas vezes acima dos veiculos, evidenciados pela linha
tracejada. Por fim, LDT10 (18) n&o foi considerado indutor de transcrigdo do subtipo

a, com perfil de ativagao inferior ao controle e aos veiculos.

Figura 10: Atividade transcricional em PPARa dos compostos da série saturada LDT10 (18), LDT15
(21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30) a 50,0 pM em células HEK293. Os dados
representam a média £+ EPM (N = 3). Unidades Relativas de Luciferase (RLU) =
(Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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Uma vez que demonstraram atividade transcricional em PPARa, os derivados
LDT15 (21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30) foram submetidos a nova
avaliacdo em diferentes concentracfes, de 10,0 nM a 100,0 uM, para determinagao
de sua poténcia individual na ativagao do isotipo humano de PPARa e confecgéo da
curva dose-resposta (Figura 11). Os valores de ECsp variaram de 0,20 uM a 8,91 uM
(Tabela 6) e todos os derivados demonstraram atividade parcial quando comparados
ao agonista total GW7647 (31, ECso 6,50 nM). Por sua vez, o derivado LDT409 (30)
ativou PPARa com ECso 0,20 puM, sendo considerado o composto mais potente

neste ensaio.
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Figura 11: Atividade luciferase dos compostos LDT15 (21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30)
comparada através de curva dose-resposta, em relacdo ao controle GW7647 (31). Os
dados representam a média + EPM (N = 3). Unidades Relativas de Luciferase (RLU) =
(Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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& LDT15
= LDT16

-+ LDT 408
= LDT409
10|  + GW7B47

Relative luciferase units

A

0
2 15 10 -8 -6 -4 2 0
Log[Agonista] M

Tabela 6: Valores de ECso para os compostos LDT15 (21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30)
(série saturada) e o controle positivo GW7647 (31), no PPARa

WTA\O
(0]

Composto A W ECso
LDT15 (21) CH2 OEt 3,45 UM
LDT16 (29) CH2 OH 0,93 uM
LDT408 (24) C(CHa)2 OEt 8,91 uM
LDT409 (30) C(CHa)2 OH 0,53 UM
GW7647 (31) - - 6,50 nM
Acido Céprico -- -- 31,00 uM
Acido Miristico -- -- 12,80 pM
Acido Esteérico -- -- 39,90 uM

As misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e LDT540
(26) foram avaliadas quanto a atividade agonista em PPARa a 50,0 uM por meio de
ensaio com GAL4-hPPARa, utilizando como controles GW7647 (31, 100,0 nM) e
WY14643 (32, 25,0 uM, Figura 12), tendo DMSO 0,1 % como veiculo.
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Figura 12: Estrutura do controle positivo WY14643 (32), agonista de PPARa
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Os resultados demonstraram que as misturas de compostos LDT486 (19),
LDT539 (22) e LDT540 (26) apresentaram perfis de ativacdo de transcricdo de
PPARa (Figura 13). Enquanto a mistura de acidos LDT487 (25) apresentou o melhor
perfil de ativagao transcricional do receptor.

Figura 13: Atividade transcricional em PPARa dos compostos da série insaturada LDT486 (19),
LDT487 (25), LDT539 (22) e LDT540 (26) a 50,0 pM em células HEK293. Os dados
representam a média £+ EPM (N = 3). Unidades Relativas de Luciferase (RLU) =
(Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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Desta maneira, as misturas insaturadas foram submetidas a nova avaliacao
sob diferentes concentracdes, de 10,0 nM a 100,0 puM, para determinagcdo das
poténcias individuais e confeccdo da curva dose-resposta. Quando comparados ao
agonista total GW7647 (31), as misturas de compostos LDT539 (22) e LDT540 (26)
apresentaram perfis de agonistas parciais, enquanto as misturas LDT486 (19) e
LDT487 (25) de agonistas totais (Figura 14). Por sua vez, a mistura LDT540 (26) foi
considerada a mais ativa para o ensaio com ECso de 1,0 uM (Tabela 7).
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Figura 14: Atividade luciferase das misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e
LDT540 (26) comparada através de curva dose-resposta, em relagdo ao controle
GW7647 (31) para PPARa. Os dados representam a média + EPM (N = 3). Unidades
Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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Tabela 7: Valores de ECso para as misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e
LDT540 (26) (serie mono-, di- e trieno-insaturadas) e o controle GW7647 (31), no PPARa

W\“/A\O A S P
@)
RN NN TN
R — — —
Misturas A W ECso
LDT486 (19) CH2 OEt 1,60 uM
LDT487 (25) CH> OH 2,80 pM
LDT539 (22) C(CHa)2 OEt 32,00 uM
LDT540 (26) C(CHa)2 OH 1,00 pM
GW7647 (31) - - 6,50 nM

Os derivados monoinsaturados foram submetidos a andlise em diferentes
concentracdes, de 10,0 nM a 100,0 uM, para avaliacdo da atividade transcricional
em PPARa, determinacao de suas poténcias individuais e confec¢ao da curva dose-
resposta, utilizando DMSO (0,1 %) como veiculo e WY14643 (32, 25,0 uM) como
controle positivo. Os resultados evidenciaram a ativagdo da transcrigdo do subtipo a
mediada por todos os derivados em diferentes concentracdes, quando comparados

ao veiculo e ao controle (Figura 15).
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Figura 15: Atividade transcricional em PPARa dos compostos da série monoinsaturada LDT486A
(20), LDT487A (27), LDT539A (23) e LDT540A (28) em concentracdes de 10,0 nM a
100,0 uM, em células HEK293. Os dados representam a média + EPM (N = 3). Unidades
Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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O derivado LDT486A (20) induziu a transcricdo de PPARa em concentragdes
a partir de 500,0 nM, enquanto LDT487A (27) foi ativo em concentracdes a partir de
2,5 puM, com niveis de expressdo duas vezes maior que o veiculo. Por sua vez,
LDT539A (23) e LDT540A (28) ativaram a transcricdo de PPARa em concentragdes
a partir de 750,0 nM e 100,0 nM, respectivamente. Adicionalmente, o derivado
LDT540A (28) ativou PPARa com ECso 0,73 puM, sendo considerado o composto
mais potente para o ensaio (Tabela 8).

Tabela 8: Valores de ECsp para os compostos LDT486A (20), LDT487A (27), LDT539A (23) e
LDT540A (28) (série monoinsaturada) e o controle GW7647 (31), no PPARa

WTA\
O
Composto A W ECso
LDT486A (20) CH: OEt 4,40 uM
LDT487A (27) CH: OH 21,00 uMm
LDT539A (23) C(CHa)2 OEt 67,00 uM
LDT540A (28) C(CHa)2 OH 0,73 uM

GW7647 (31) - - 6,50 NM
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7.1.2 PPARB/S

Para o receptor /6 (Figura 16), os compostos saturados LDT10 (18), LDT15
(21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30) foram testados a 50,0 uM, utilizando
como controle GW0742 (7, 25,0 nM) e como veiculos DMSO e EtOH em
concentracédo de 0,1 %. O derivado LDT15 (21) foi considerado fraco ativador do
receptor 3, enquanto o derivado LDT16 (29) foi o melhor composto para o ensaio
com ECsode 10,0 pM.

Figura 16: Atividade transcricional em PPARB/d dos compostos da série saturada LDT10 (18), LDT15
(21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30) em células HEK293. Os dados
representam a média £+ EPM (N = 3). Unidades Relativas de Luciferase (RLU) =
(Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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As misturas insaturadas foram testadas a 50,0 uM, tendo como controles
CAY10592 (33, 10,0 uM, figura 17) e GW0742 (7, 10,0 nM), e veiculo DMSO 0,1 %.

Figura 17: Estrutura do controle positivo CAY10592 (33), agonista de PPARB/&
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A mistura de compostos LDT539 (22) apresentou perfil de ativagéo similar ao
veiculo, evidenciado pela linha tracejada, ndo sendo caracterizada como indutora de
transcricdo do subtipo p/d. Por sua vez, as misturas LDT486 (19) e LDT540 (26)
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foram consideradas ativadoras fracas de PPARB/® e a mistura de acidos LDT487

(25) demonstrou melhor perfil transcricional em relacéo aos controles (Figura 18).

Figura 18: Atividade transcricional em PPARB/d das misturas de compostos LDT486 (19), LDT487
(25), LDT539 (22) e LDT540 (26) em células HEK293. Os dados representam a média +
EPM (N = 3). Unidades Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase /
Galactosidase) x tempo
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Figura 19: Atividade luciferase das misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25) e LDT540 (26)

comparada através de curva dose-resposta para PPARB/S, em relagdo ao controle
GWO0742 (7). Os dados representam a média + EPM (N = 3). Unidades Relativas de
Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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Adicionalmente, as misturas de compostos foram submetidas a nova
avaliacao em diferentes concentracdes (de 10,0 nM a 100,0 uM) para determinacao

das poténcias individuais e confec¢cdo da curva dose-resposta (Figura 19). Os
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resultados evidenciaram o perfil de fracos agonistas parciais das misturas de
compostos LDT486 (19), LDT487 (25) e LDT540 (26), quando comparadas ao
controle GW0742 (7, ECso 3,50 nM), na ativagdo de PPARB/® humano. Em adicao,

todos os valores de ECso obtidos estavam acima de 24,00 uM (Tabela 9).

Tabela 9: Valores de ECso para as misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e
LDT540 (26) (série mono-, di- e trieno-insaturadas) e o controle GW0742 (7), para
PPARB/S

Misturas A wW ECso
LDT486 (19) CH2 OEt 37,00 uM
LDT487 (25) CH2 OH 24,00 uM
LDT539 (22) C(CHs)2 OEt 45,00 uM
LDT540 (26) C(CHs)2 OH 30,00 uM
GWO0742 (7) - - 3,50 nM

Os derivados monoinsaturados foram submetidos a andlise em diferentes
concentracdes, de 10,0 nM a 100,0 uM, para avaliacdo da atividade transcricional no
receptor B/6, em relagdo ao veiculo DMSO 0,1 % e ao controle positivo GW0742 (7,
10,0 nM), visando a determinacdo de suas poténcias individuais e confeccdo da
curva dose-resposta.

Neste sentido, os derivados acidos LDT487A (27) e LDT540A (28)
apresentaram perfis de inducdo transcricional nas células tratadas com
concentracdes a partir de 25,0 uM, obtendo niveis de expressédo duas vezes acima
do veiculo DMSO, evidenciado pela linha tracejada. Enquanto o derivado éster
LDT486A (20) induziu a transcricdo do subtipo B/d em concentragdes a partir de 50,0
UM (Figura 20).
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Figura 20: Atividade transcricional em PPARB/d dos compostos da série monoinsaturada LDT486A
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(20), LDT487A (27) e LDT540A (28) em células HEK293. Os dados representam a média
+ EPM (N = 3). Unidades Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase
/ Galactosidase) x tempo
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Quando comparados ao agonista total GW0742 (7, ECso 3,50 nM), os

compostos apresentaram perfis de agonistas parciais, destacando-se o LDT486A
(20) com ECs0 7,10 uM (Tabela 10).
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Tabela 10: Valores de ECso para os compostos LDT486A (20), LDT487A (27), LDT540A (28) (série
monoinsaturada) e o controle positivo GW0742 (7), no PPARB/3

WTA\
0]

Composto A W ECso
LDT486A (20) CH:2 OEt 7,10 uM
LDT487A (27) CH:z OH 70,00 pM
LDT540A (28) C(CHa)2 OH 21,00 uM

GWO0742 (7) -- -- 3,50 nM

7.1.3 PPARy

Inicialmente, os compostos de cadeia saturada foram avaliados quanto a
atividade agonista em PPARy a 50,0 yM por meio de ensaio com GAL4-PPARYy,
utilizando como controle o agonista tiazolidinadiénico rosiglitazona (9, 10,0 pyM)
sendo os veiculos DMSO e EtOH em concentracdes finais de 0,1 %. Os derivados
LDT15 (21) e LDT16 (29) foram ativadores de transcricdo no receptor y em relagéo
aos veiculos e ao controle. Por sua vez, LDT408 (24) foi considerado fraco ativador
com perfil de ativacdo duas vezes acima dos veiculos, evidenciados pela linha
tracejada (Figura 21).

Figura 21: Atividade transcricional em PPARy dos compostos da série saturada LDT10 (18), LDT15
(21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30) testados a concentragdo de 50,0 uM em
células HEK293. Os dados representam a média £+ EPM (N = 3). Unidades Relativas de
Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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Posteriormente, foi detectada troca de compostos em que o LDT407 foi
avaliado para a série saturada no lugar do derivado LDT409 (30). Desta maneira,
nova avaliacdo do LDT409 (30) foi realizada frente a atividade transcricional de
PPARy em diferentes concentragdes (de 10,0 nM a 75,0 uM, Figura 22), tendo como
veiculo EtOH 0,1 % e controle positivo rosiglitazona (9, 50,0 nM). O derivado induziu
a ativacao da transcricido de PPARy em concentrag¢des a partir de 100,0 nM, com

niveis de expressao duas vezes acima do veiculo.

Figura 22: Atividade transcricional em PPARy do LDT409 (30) testado em concentracfes de 10,0 nM
a 75,0 yM, em células HEK293. Os dados representam a média + EPM (N = 3).
Unidades Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de Iluz de luciferase /
Galactosidase) x tempo
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Para determinacdo das poténcias individuais, os derivados LDT15 (21),
LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30) foram submetidos a avaliacdo em
concentracdes de 10,0 nM a 100,0 uM e curva dose-resposta foi confeccionada. O
composto LDT15 (21) ativou PPARYy de forma concentragdo dependente (ECs0 42,70
UM, Tabela 11), caracterizando-o como agonista parcial (Figura 23) em contraste a
ativacdo do receptor pelo controle rosiglitazona (ECso 48,70 nM). O derivado LDT408
(24) néo foi considerado ativador de transcrigdo do subtipo y, enquanto o LDT16 (29)
apresentou perfil de agonista total (ECso 3,65 uM). Por sua vez, LDT409 revelou
atividade de agonista parcial e ECso de 0,94 uM (Tabela 11), o qual o caracterizou

como o melhor derivado da série de cadeia alquilica saturada.
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Figura 23: Atividade luciferase dos compostos LDT15 (21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30)
comparada através de curva dose-resposta, em relacdo ao controle rosiglitazona (9). Os
dados representam a média + EPM (N = 3). Unidades Relativas de Luciferase (RLU) =
(Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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Tabela 11: Valores de ECso para os compostos LDT15 (21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30)
(série saturada) e do controle positivo rosiglitazona (9), no PPARy

WTA\O
@]
Composto A W ECso
LDT15 (21) CH:> OFEt 42,70 uM
LDT16 (29) CH:> OH 3,65 UM
LDT408 (24) C(CHa)2 OEt wx
LDT409 (30) C(CHa)2 OH 0,94 UM
Rosiglitazona (9) -- -- 48,70 nM
Acido Caprico -- -- 53,0 uM
Acido Miristico -- -- *x
Acido Esteérico -- -- 123,0 pM

** Sem atividade farmacologica em PPAR.

As misturas de compostos foram avaliadas quanto a atividade agonista em
PPARYy a 50,0 uM por meio de ensaio com GAL4-PPARYy, utilizando como controles
rosiglitazona (9) e pioglitazona (10, 10,0 uM) e o veiculo DMSO 0,1 %, evidenciando
a capacidade dos compostos insaturados como ativadores de transcricdo do
receptor y, em que as misturas de acidos LDT487 (25) e LDT540 (26) apresentaram

os melhores perfis transcricionais (Figura 24).
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Figura 24: Atividade transcricional em PPARy dos compostos da série insaturada LDT486 (19),
LDT487 (25), LDT539 (22) e LDT540 (26) testados a concentracdo de 50,0 uM em
células HEK293. Os dados representam a média £+ EPM (N = 3). Unidades Relativas de
Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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Para determinacdo das poténcias individuais das misturas de compostos,
estas foram submetidas a nova avaliagdo em diferentes concentracfes (de 10,0 nM
a 100,0 uM) e curva dose-resposta foi determinada (Figura 25). O mesmo perfil foi
observado para os trés subtipos de PPAR, em que a mistura de &cidos LDT487 (25)
destacou-se por sua atividade agonista total. Enquando, as misturas LDT486 (19),
LDT539 (22) e LDT540 (26) apresentaram perfis de agonistas parciais em relacao a

rosiglitazona (9) na indugao da transcricao de PPARYy.

Figura 25: Atividade luciferase das misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e
LDT540 (26) comparada através de curva dose-resposta, em relagdo ao controle
rosiglitazona (9) para PPARy. Os dados representam a média £ EPM (N = 3). Unidades
Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de luz de luciferase / Galactosidase) x tempo
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Por sua vez, os valores de ECso obtidos variaram de 1,00 a 13,00 uM,
caracterizando a mistura de acidos LDT540 (26) (ECso 1,00 uM) como a melhor
indutora de transcricdo para o ensaio (Tabela 12).

Tabela 12: Valores de ECso para as misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22)
e LDT540 (26) (série mono-, di- e trieno-insaturadas) e o controle rosiglitazona (9), no

PPARYy
W A

D

o
R = — —
R — — —
Misturas A W ECso

LDT486 (19) CH: OEt 13,00 uM
LDT487 (25) CH2 OH 6,00 uM
LDT539 (22) C(CHs)2 OEt 12,00 uM
LDT540 (26) C(CHa)2 OH 1,00 uM

Rosiglitazona (9) - - 48,70 nM

Por fim, os derivados monoinsaturados foram submetidos a analise em
diferentes concentracdes, de 10,0 nM a 100,0 uM, para avaliacdo da atividade
transcricional no receptor y, determinacéo de suas poténcias individuais e confec¢ao
da curva dose-resposta, utilizando DMSO 0,1 % como veiculo e rosiglitazona (9)

10,0 uM como controle positivo (Figura 26).

Figura 26: Atividade transcricional em PPARy dos compostos da série monoinsaturada LDT486A
(20), LDT487A (27), LDT539A (23) e LDT540A (28) testados em concentracdes de 10,0
nM a 100,0 uM em células HEK293Os dados representam a média + EPM (N = 3).
Unidades Relativas de Luciferase (RLU) = (Unidades de Iluz de luciferase /
Galactosidase) x tempo
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Todos os derivados foram indutores de transcricdo de PPARy nas células
HEK293 tratadas com concentra¢des a partir de 7,5 uM, com niveis de expressao
duas vezes acima do veiculo. Destacando-se o0 acido LDT540A (28), responsavel
pela ativacdo da transcricdo do receptor em concentracdes a partir de 100,0 nM com
valor de ECsode 1,80 uM (Tabela 13).

Tabela 13: Valores de ECso para os compostos LDT486A (20), LDT487A (27), LDT539A (23) e
LDT540A (28) (série monoinsaturada) e o controle rosiglitazona (9), no PPARy

WTA\
0]

Composto A W ECso
LDT486A (20) CH: OEt 50,00 pM
LDT487A (27) CH:2 OH 40,00 pM
LDT539A (23) C(CHa)2 OEt o
LDT540A (28) C(CHa)2 OH 1,80 uM

Rosiglitazona (9) -- -- 48,70 nM

** Sem atividade farmacoldgica em PPAR.

De modo geral, os derivados e as misturas de compostos caracterizaram-se
como agonistas duais ou pan PPAR, uma vez que foram capazes de induzir a
ativacao da transcricdo de dois ou ambos os subtipos de PPAR em concentracdes a
micromolar, com excecao dos precursores das séries LDT10i (16), LDT10iA (17) e
LDT10 (18) (Tabela 14).

Tabela 14: Perfil de atividade e valores de ECso em uM para os derivados-alvo em PPAR

Compostos —gpapa Egspfgl\é) PPARy | _OmPostos —ppapd Eg::égl\é) PPARy
LDT15(21) 345 26,00 42,70 LDT539(22) 32,00 45,00 12,00
LDT16 (29) 0,93 10,00 365 LDT540(26) 1,00 30,00 1,00
LDT408 (24) 8,91 - x| DT486A (20) 4,40 7.10 50,00
LDT409 (30) 0,53 30,00 0,94 LDT487A (27) 21,00 70,00 40,00
LDT486 (19) 1,60 37,00 13,00 LDT539A (23) 67,00 o -
LDT487 (25) 2,80 24,00 6,00 LDT540A (28) 0,73 21,00 1,80

** Sem atividade farmacoldgica em PPAR.

No planejamento estrutural acreditava-se que a introducdo do grupo acido

carboxilico poderia levar ao aumento da poténcia dos compostos por meio de
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interacdes polares com aminodcidos conservados entre os subtipos de PPAR,
histidina e tirosina, promovendo o recrutamento de proteinas coreguladoras e a
estabilizacdo para ativacdo da transcricdo de PPAR. A introducdo do grupo acido
nos derivados LDT16 (29), LDT409 (30) e LDT540A (28) e nas misturas de
compostos LDT487 (25) e LDT540 (26), acarretou em aumento da transcricdo de
todos os receptores, corroborando ao planejamento.

Por sua vez, a longa cadeia alquilica contendo diferentes graus de
insaturacdo, mimetizando acidos graxos endogenos agonistas de PPAR, pode estar
relacionada a atividade de moduladores seletivos com balanceada afinidade por
PPARa e PPARy exibida pelos compostos, caracterizando-os como agonistas
parciais. Estas caracteristicas os diferenciam das TZDs, que apresentam alta
afinidade e agonismo total de PPARYy, resultando em efeitos adversos de
insuficiéncia cardiaca, ganho de peso, perda de massa 6ssea e edema.

Por fim, derivados acidos na presenca do grupo dimetila na subunidade alfa-
carbonila, mimetizando os fibratos agonistas sintéticos PPARa, apresentaram
melhores perfis de ativacdo transcricional dos trés subtipos do receptor,
caracterizando-os como compostos lideres no ensaio de gene reporter: derivado
LDT409 (30) para a série saturada, a mistura de acidos LDT540 (26) para a série
insaturada e o composto LDT540A (28) para a série monoinsaturada.

7.2 ENSAIO EM HEPATOCITOS PRIMARIOS

A ativagcdo do PPARa conduz a uma cascata de expressao de genes
envolvidos no aumento da captacédo intracelular e oxidacdo de acidos graxos no
figado. Neste sentido, aumenta a expressdo do grupamento de diferenciacdo 36
(CD36), uma proteina transportadora de acidos graxos, e da proteina de ligacdo a
acidos graxos-1 (FABP1), contribuindo para a captacao de acidos graxos; a ativacao
resulta ainda no aumento da piruvato desidrogenase quinase-4 (PDK4) e da proteina
carnitina palmitoiltransferase (CPT1), responséaveis pela oxidacdo de AG, e FGF21,
horménio relacionado a reducdo da resisténcia periférica a insulina e do ganho de
peso. Desta maneira, para analise dos efeitos regulatérios dos derivados LDTs
sobre genes envolvidos na regulagdo de AG, ensaios em hepatdcitos priméarios de

camundongos foram realizados (PATEL et al., 2011).
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O tratamento de hepatdcitos primarios com os compostos LDT15 (21), LDT16
(29), LDT408 (24) e LDT409 (50,0 pM) resultou no aumento da expressédo de
transcritos de DNA complementar (cDNA) em analise por gPCR para FGF21 (Figura
27 A), hormbénio com potentes propriedades antidiabéticas por promover a
sensibilizacdo a insulina e oxidacdo de &cidos graxos, quando comparado ao
controle WY14643 (32) a 50,0 uM e aos veiculos DMSO e EtOH em concentracdo
de 0,1 %. A expressao de transcritos de cDNA de CPT-1 (Figura 27 B), enzima
limitadora de velocidade na B-oxidacéo, foi aumentada apds o tratamento com todos
os ligantes quando comparado ao veiculo etanol. Por sua vez, a expressédo de
transcritos para PDK4 (Figura 27 C), enzima que permite a utilizagéo preferencial de
acidos graxos como fonte de energia ao invés da glicose, foi super regulada por
todos os derivados saturados. Por fim, o tratamento com o derivado LDT15 (21)
aumentou significativamente a expressdo de transcritos de cDNA para genes
importantes a captacao de AG, FABP1 e CD36 (Figura 27 D e 27 E).

Figura 27: Efeito dos derivados LDT15 (21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30) testados a 50,0
MM sobre hepatdcitos primérios. Avaliagdo da expressdo de genes envolvidos na
oxidacdo (FGF21, CPT1, PDK4) e captacdo (FABP1l e CD36) de AG por gPCR.
Resposta aos veiculos evidenciada pela linha tracejada. Os dados representam a média
+ EPM (N = 3). * P <0,05, usando teste T com correcdo de Welch e one way ANOVA
com correcao Holm-Sidak
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Na avaliacdo da série insaturada, a expressao de transcritos de cDNA de
genes associados a oxidacao (FGF21 e PDK4, Figura 28 A e 28 C) e a captacédo
(FABP1 e CD36, Figura 28 D e 28 E) de acidos graxos, foi aumentada em analise
por gPCR apods tratamento com todas as misturas, LDT486 (19), LDT487 (25),
LDT539 (22) e LDT540 (26), a 50,0 uM, quando comparadas aos veiculos, DMSO e
EtOH a 0,1 %, e ao controle positivo WY14643 (32) 10,0 uM; enquanto a expressao
de transcritos de cDNA para CPT1 (Figura 28 B) foi aumentada apds tratamento
com as misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25) e LDT539 (22).
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Figura 28: Efeito das misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e LDT540 (26)
testadas a 50,0 uM sobre hepatécitos primarios. Avaliagdo da expressdo de genes
envolvidos na oxidacdo (FGF21, CPT1, PDK4) e captacdo (FABP1 e CD36) de AG por
gPCR. Resposta aos veiculos evidenciada pela linha tracejada. Os dados representam a
média + EPM (N = 3). * P <0,05, usando teste T com correcdo de Welch e one way
ANOVA com correcéo Holm-Sidak
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Por sua vez, os compostos monoinsaturados foram avaliados a 50,0 pM em
relacdo ao veiculo DMSO em concentracao final de 0,1 % e ao controle positivo
WY14643 (32) a 10,0 uM. Os resultados demonstraram que todos os derivados,
LDT486A (20), LDT487A (25), LDT539A (23) e LDT540A (28), induziram a
expressao de transcritos de cDNA para genes importantes a oxidacao e captacdo de
acidos graxos em hepatdécitos primarios, FGF21 (Figura 29 A), PDK4 (Figura 29 B),
FABP1 (Figura 29 C) e CD36 (Figura 29 D), com niveis de expressao duas vezes

acima do veiculo DMSO, evidenciado pela linha tracejada.
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Figura 29: Efeito dos compostos monoinsaturados LDT486A (20), LDT487A (27), LDT539A (23) e
LDT540A (28) testadas a 50,0 uM sobre hepatdcitos primarios. Avaliagcdo da expressao
de genes envolvidos na oxidacdo (FGF21, CPT1, PDK4) e captacdo (CD36) de AG por
gPCR. Resposta aos veiculos evidenciada pela linha tracejada. Os dados representam a
EPM (N = 3). * P <0,05, usando teste T com correcdo de Welch e one way
ANOVA com correcéo Holm-Sidak
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Os resultados em hepatdcitos primarios sugerem a capacidade dos derivados
saturados, monoinsaturados e das misturas de compostos insaturados em promover
a expressao de transcritos de cDNA em andlise por gPCR para genes responsaveis
pela oxidacdo (FGF21, CPT1 e PDK4) e captacdo (FABP1l e CD36) de &acidos
graxos no figado, responséaveis pela reducdo das taxas de lipideos circulantes e
melhora do metabolismo lipidico. Estes sdo efeitos benéficos de agonistas PPARa,

usados no tratamento de disturbios metabdlicos (Tabela 15).

Tabela 15: Perfil de atividade dos derivados-alvo na expresséo de genes em hepatdcitos primarios

Composto Atividade Misturas Atividade Composto Atividade
LDT15 (21) Ativo LDT486 (19) Ativo LDT486A (20) Ativo
LDT16 (29) Ativo LDT487 (25) Ativo LDT487A (27) Ativo
LDT408 (24) Ativo LDT539 (22) Ativo LDT539A (23) Ativo
LDT409 (30) Ativo LDT540 (26) Ativo LDT540A (28) Ativo

7.3 ENSAIO DE DIFERENCIACAO DE ADIPOCITOS

Na sequéncia, visando acessar a capacidade dos derivados-alvo sob a
ativacdo do PPARYy, foi realizado o ensaio de diferenciagdo de adipdcitos utilizando
pré-adipdocitos provenientes do camundongo Swiss, 3T3 linhagem 1. Dentre os
PPAR, PPARYy é o maior regulador de adipogénese por ser amplamente expresso no
tecido adiposo e por regular a expressao de genes e marcadores da diferenciacéo
de adipdcitos. Estes incluem a proteina de ligacdo de acidos graxos (aP2);
lipoproteina lipase (LPL), que hidrolisa triglicerideos circulantes; CD36, transportador
de acidos graxos; e adiponectina, horménio secretado pelos adipécitos maduros
responsavel por reduzir a resisténcia periférica a insulina, estimular a captacédo de
glicose pelo masculo e minimizar a gliconeogénese no figado.

Células 3T3-L1 foram cultivadas e com o inicio da diferenciacao tratadas com
os ligantes a 25,0 uM, os controles positivos rosiglitazona (9) e/ou pioglitazona (10) a
10,0 uM, ou com os veiculos, DMSO e EtOH a 0,1 %. As células 3T3-L1 foram
lisadas para a avaliacdo da expressdo de transcritos de DNA complementar para
marcadores de adipogénese (Ap2, LPL e CD36) e expressdao de adiponectina,
mensurada por gPCR (STUDENT; HSU; LANE, 1980).
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Figura 30: Efeito dos derivados LDT15 (21), LDT16 (29), LDT408 (24) e LDT409 (30) a 25,0 pM
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de adipogénese: Ap2, LPL, CD36 e adiponectina. Resposta aos veiculos evidenciada
pela linha tracejada. Os dados representam a média + EPM (N = 3). * P <0,05, usando
teste T com correcédo de Welch e one way ANOVA com correcdo Holm-Sidak
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Tratamento dos pré-adipdcitos 3T3-L1 com os derivados LDT15 (21), LDT408
(24) e LDT409 (30) resultou no aumento da expresséo de transcritos de cDNA para
os marcadores de diferenciacédo de adipaocitos, Ap2, LPL e CD36 (Figura 30 A, 30 B
e 30 C), quando comparado aos veiculos e ao controle, indicando a inducdo da
adipogénese. A expressdo de transcritos para adiponectina (Figura 30 D) foi
induzida em potente grau em relagéo a rosiglitazona (9) pelos derivados LDT15 (21)
e LDT409 (30). Por sua vez, o LDT408 (24) também aumentou significativamente a
expressao deste hormdnio quando comparado aos veiculos.

Considerando a série das misturas insaturadas, o tratamento com LDT486
(19), LDT487 (25), LDT539 (22) e LDT540 (26) (25,0 yM) induziu a expresséo de
transcritos de cDNA em gPCR para os marcadores de diferenciacdo de adipdcitos,
aP2 e CD36 (Figura 31 A e 31 B), quando comparadas aos controles rosiglitazona
(9) e pioglitazona (10) a 10,0 uM e aos veiculos, DMSO e EtOH em concentracdo de
0,1 %. Por sua vez, a expressao de transcritos para LPL (Figura 31 D) e do
horménio adiponectina (Figura 31 E) também foi aumentada apés tratamento com
todos as misturas, em niveis similares aos controles utilizados a 10,0 uM, indicando

a diferenciacéo de pré-adipdcitos em adipdcitos.

Figura 31: Efeito das misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e LDT540 (26)
a 25,0 uM sobre a adipogénese de pré-adipoctios 3T3-L1. Avaliagdo da expresséo de
marcadores de adipogénese: Ap2, LPL, CD36 e adiponectina. Resposta aos veiculos
evidenciada pela linha tracejada. Os dados representam a média + EPM (N = 3). P
<0,05, usando teste T com correcdo de Welch e one way ANOVA com correcdo Holm-
Sidak
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A avaliacdo da diferenciacdo de adipdcitos com o corante vermelho neutro
demonstrou que o derivado LDT409 (30, Figura 32 A) e as misturas LDT539 (22) e
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LDT540 (26, Figura 32 B) induzem o acumulo intracelular de lipideos de forma
comparavel a rosiglitazona (9) e a pioglitazona (10). O derivado LDT15 (21, Figura
31 A) e as misturas LDT486 (19) e LDT487 (25, Figura 32 B) sdo capazes de induzir
a adipogénese em menor grau quando comparados aos controles, com células
adipdcitas maiores. Por sua vez, os compostos LDT 16 (29) e LDT408 (24, Figura 32
A) induziram menor acumulo intracelular de lipideos, em relacdo as células 3T3-L1

tratadas com rosiglitazona (9).

Figura 32: Efeito dos derivados saturados e das misturas de compostos sobre a adipogénese de pré-
adipdctios 3T3-L1 corados com vermelho neutro e observadas por microscopia

De maneira geral, a diferenciacdo de adipdcitos mediada pela ativacdo de
PPARYy foi observada, mostrando aumento nos niveis de expresséo de transcritos de
cDNA em andlise por qPCR para marcadores adipocitarios (Ap2, LPL e CD36) e
adiponectina, apés tratamento com os derivados LDT15 (21), LDT408 (24) e LDT409
(30), e com as misturas de compostos LDT486 (19), LDT487 (25), LDT539 (22) e
LDT540 (26) quando comparados aos veiculos e contoles positivos (Tabela 16). Por
sua vez, a avaliacdo dos derivados monoinsaturados, ésteres LDT486A (20) e
LDT539A (23) e acidos LDT487A (27) e LDT540A (28), sobre a adipogénese esta

em andamento.



Tabela 16: Perfil de atividade dos derivados-alvo na diferenciacdo de adipdcitos
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Composto  Atividade Misturas Atividade Composto Atividade
LDT15 (21) Ativo LDT486 (19) Ativo LDT486A (20) Em avaliacdo
LDT16 (29) Inativo LDT487 (25) Ativo LDT487A (27) Em avaliagéo
LDT408 (24) Ativo LDT539 (22) Ativo LDT539A (23) Em avaliacdo
LDT409 (30) Ativo LDT540 (26) Ativo LDT540A (28) Em avaliacdo

7.4 EFEITOS DOS COMPOSTOS E DAS MISTURAS

INSATURADAS NA

PROLIFERACAO CELULAR DE HEK293 E H9C2

Células de rim embrionario HEK293 foram submetidos a tratamento com 25,0
MM dos compostos saturados e monoinsaturados; com os controles positivos, 10,0
MM de rosiglitazona (9), 10,0 uM de GW7647 (31), 10,0 uM de WY14643 (32), 100,0
UM de acido hexadecandico (palmitico, 33), 100,0 uM de acido octadecandico
(estearico, 34) e 1,0 uM de muraglitazar (35); e com os veiculos DMSO e EtOH em
concentragédo final de 0,1 %, por 24 horas visando determinar os efeitos dos
compostos na viabilidade celular utilizando kit de ensaio colorimétrico MTT. O é&cido
palmitico e o acido estearico foram utilizados como controles positivos devido a seus
conhecidos efeitos toxicos na viabilidade celular, quando em altas concentracdes
(RABKIN; LODHA, 2009).

Tratamento com o &cido hexadecandico (palmitico, 33),
octadecandico (estearico, 34) e os derivados acidos LDT16 (29), LDT409 (30) e
LDT540A (26) resultou em reducdo significativa da viabilidade de células HEK293.
Por sua vez, os compostos LDT15 (21), LDT408 (24), LDT486A (20), LDT487A (27)

e LDT539A (23) ndo induziram qualquer toxicidade celular in vitro, quando avaliados

0 acido

a 25,0 uM em relacao aos controles e aos veiculos (Figura 33).
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Figura 33: Analise da viabilidade celular por ensaio de MTT de células HEK293 tratadas com o
veiculo, controles positivos e derivados LDTs. Os resultados séo apresentados como
média +-EPM (N = 3)
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Para as misturas de compostos, células HEK293 e cardiomiécitos H9c2 foram
submetidos a tratamento com 25,0 uM das misturas; com 0s controles positivos
150,0 uM de acido palmitico (33) e 100,0 uM de acido estearico (34); e com o
veiculo DMSO a 0,1 %, por 24 horas para a leitura do ensaio de MTT.

Figura 34: Analise da viabilidade celular por ensaio de MTT de células HEK293 e H9c2 tratadas com
o veiculo, controles positivos e derivados LDTs. Os resultados sdo apresentados como

média +- EPM (N = 3). Os derivados LDT380 e LDT407 representados na figura ndo
configuram se importantes para este trabalho
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Os resultados demonstraram (Figura 34 A e 34 B) que o acido palmitico (33)
e 0 acido estearico (34) produziram reducédo significativa da viabilidade de células
HEK293 e H9c2. Por sua vez, as misturas de compostos LDT486 (19) e LDT539 (22)
demonstraram reducgdo da viabilidade de células HEK293, e as misturas 19 e
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LDT487 (25) em células H9c2, quando comparados ao veiculo DMSO, ndo sendo
estas significativas estatisticamente. De maneira geral, as misturas de compostos

nao induziram qualquer toxicidade celular in vitro, quando avaliadas a 25,0 puM.

7.5 SISTEMA REPORTER FLUORESCENTE EM DANIO RERIO

Danio rerio, também conhecido como zebrafish, constitui promissor modelo
experimental para ensaios in vivo, por possuir sequéncia gendmica estabelecida
auxiliando na identificacdo de moléculas com acdes biol6gicas em receptores
nucleares. Adicionalmente, apresenta mecanismos relacionados ao metabolismo
lipidico e a adipogénese conservados com o0s mamiferos, sugerindo efeitos
regulatérios similares e fornecendo fundamentacdes para o estudo de obesidade e
outras doencas metabdlicas (BROEDER et al., 2015; SRITHARAN, 2017).

Em adicdo, a presenca de cinco genes de PPAR foi identificada no genoma
do zebrafish, dois genes para PPARa, pparaa e pparab com 67 % e 74 % de
similaridade ao receptor em humanos, respectivamente; dois genes para PPARp/J,
pparda e ppardb com 71 % e 73 % de homologia; e um gene para PPARYy, ppary
apresentando 67 % de similaridade ao subtipo y humano (BROEDER et al., 2015;
SRITHARAN, 2017).

Neste sentido, ensaio reporter com embrides transgénicos de zebrafish foi
realizado para avaliacdo in vivo da expressdo dos subtipos de PPAR (a, B/d e vy)
frente aos derivados da série saturada, visando a determinacdo do composto lider
(Figura 35). Os embrides foram tratados com os compostos LDT15 (21), LDT408
(24) e LDT409 (30), com os controles WY14643 (32), GW0742 (7) e rosiglitazona (9)
e o0 veiculo (DMSO), ap6s dois dias de fertilizacdo, nas concentracdes de ECso
previamente obtidas no ensaio de gene reporter luciferase. Os embrides vivos
contendo os vetores de fusdo para expressao génica de PPAR produziram proteina
fluorescente verde (GFP) em resposta aos ligantes ativos, sendo esta indicativa dos
niveis de expressao nuclear do receptor em tecidos especificos.

Na presencga de 5,0 uM de WY14643 (32), houve forte expressédo de GFP nos
embrides contendo a proteina de fusdo de PPARa no sistema nervoso central
(SNC), epiderme, coragdo, sangue, retina e musculo. Por sua vez nos embrides

contendo GAL4-PPARB/®, a expressdo de GFP foi aumentada no musculo
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esquelético e no cérebro na presenca de 1,0 uM do agonista GWO0742 (7). Enquanto
100,0 nM de rosiglitazona (9) induziu forte expressédo de GFP no SNC e coracao de
embrides contendo GAL4-PPARYy.

Figura 35: Avaliacdo in vivo em zebrafish da ativacdo transcricional dos subtipos de PPAR induzida
pelos derivados de cadeia saturada, LDT15 (21), LDT408 (24) e LDT409 (30),
comparados aos controles positivos WY14643 (32), GW0742 (7) e rosiglitazona (9), e ao
veiculo DMSO

PPARa PPARB/6

Os resultados demonstraram que o LDT15 (21) ndo apresentou expressao de
GFP significante nos trés subtipos de PPAR, com niveis similares ao veiculo DMSO.
O derivado éster LDT408 (24), em concentracdo de 8,9 puM, induziu resposta de
agonista parcial via expressdo de GFP em embrides contendo PPARaq,
seletivamente no cérebro. Enquanto o &cido LDT409 (30) demonstrou peffil
transcricional de agonista dual PPARa e PPARYy, nas concentragbes que induzem 50
% do efeito maximo 0,5 uM e 0,9 uM, respectivamente, em diferentes tecidos,
guando comparado ao veiculo e aos controles positivos agonistas de cada subtipo.
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7.6 DESDOBRAMENTOS DA PESQUISA

LDT409 (30) foi escolhido como composto lider para avaliagdo bioldgica in
vivo da resposta farmacologica em modelo de obesidade induzida por dieta devido a
sua atividade agonista parcial com afinidade balanceada para PPARa (ECso 0,53
pM) e PPARy (ECso 0,94 pM). Nos ensaios in vitro, o derivado aumentou a
expressdo de transcritos de DNA complementar de genes chave de PPARaQq,
associados a captacdo e oxidacdo de acidos graxos no figado, e de PPARYy,
relacionados a adipogénese, em analise por qPCR. Em adicdo, ensaio in vivo
utilizando Danio rerio resultou na expressdo de genes de PPAR apés tratamento
com o composto, confirmando a transcricdo do receptor em diferentes tecidos.

Neste sentido, foram sintetizados 10 g do derivado LDT409 (30) para estudos
no Hormone Receptors in Human Health and Disease da University of Toronto que
culminaram no trabalho de Mestrado de Cigdem Sahin, em que todos os
procedimentos foram aprovados pelo Faculties of Medicine and Pharmacy Animal
Care Committee (FMPACC).

Em conjunto, administragdo do LDT409 (30, 40 mg/kg/dia), por injecao
intraperitoneal uma vez ao dia durante 18 dias, demonstrou efeitos benéficos na
regulacdo dos perfis lipidicos, supressao de genes pré-inflamatérios e na promocao
da sensibilidade insulinica no plasma, figado e tecido adiposo de camundongos com
obesidade induzida por dieta hiperlipidica, em comparacdo ao veiculo (5 % de
DMSO, 5 % de polisorbato 80 em solugéo salina) e ao controle positivo rosiglitazona
(9, 10 mg/kg/dia). Além disso, o derivado LDT409 (30) induziu o fendtipo
termogénico no TAB e reduziu o tamanho das goticulas lipidicas, melhorando a
funcionalidade do tecido adiposo. Apresentando ainda, possivel reducéo dos efeitos
adversos in vivo de ganho de peso, retencéo hidrica e edema, toxicidade hepatica e
renal, fratura 6ssea e insuficiéncia cardiaca, associados ao uso da rosiglitazona (9).

Os resultados sugerem o envolvimento de mecanismos adicionais na
regulacéo da atividade agonista parcial mediada pelo composto, incluindo diferentes
fatores transcricionais, correguladores e modificacdes pos-traducionais, que
conduzem a expressdo de genes especificos e modulacdo da atividade de PPAR,

variaveis que serdo analisadas nas perspectivas do trabalho.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As metodologias sintéticas mostraram-se eficazes para a obtencdo dos
derivados-alvo, tendo a mistura de cardanois como material de partida (LDT10i, 16).
Neste contexto, foram sintetizados quinze derivados e misturas de compostos em
rendimentos globais que variaram de 74 % a 98 %. As metodologias empregadas
para obtencédo dos compostos-alvo, desenvolvidas no laboratério, como O-alquilacao
e hidrélise alcalina, e adaptadas da literatura, incluindo a purificacdo com nitrato de
prata, compreenderam reacfes classicas de interconversao de grupos funcionais,
sob condicGes experimentais a temperatura ambiente e refluxo, estando de acordo
com os paradigmas e conceitos em Quimica Medicinal. A caracterizacao estrutural
dos intermediarios e compostos-alvo deu-se por meio de métodos espectroscopicos

de analise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono 13.

HO Ci1sHz1n HO CisHog HO : CisH3z
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A avaliacdo in vitro de ensaio de gene reporter luciferase foi capaz de
evidenciar a atividade dos compostos sintetizados como agonistas PPAR pela
ativacdo da transcricdo dos receptores com valores de ECso em concentracdes
micromolar. Neste contexto destacaram-se os derivados acidos LDT409 (30, ECso:
PPARa 0,53 uM/ PPARYy 0,94 uM), LDT540A (28, ECso: PPARa 0,73 uM/ PPARYy 1,80
MM) e a mistura de acidos LDT540 (26, ECso: PPARa 1,00 uM/ PPARy 1,00 uM).

Estruturalmente, a introducdo do grupo &cido carboxilico conduziu ao
aumento da poténcia dos compostos por meio de interacbes polares do grupo
anibénico (carboxilato) com residuos de histidina e tirosina contidos no dominio de
ligagdo ao ligante dos PPARs, promovendo o recrutamento de proteinas
coreguladoras e a estabilizacdo para ativacdo da transcricdo do receptor. Por sua
vez, a presenca do grupo dimetila na subunidade alfa-carbonila, mimetizando os
fibratos, resultou em melhores perfis de ativagdo transcricional dos PPARSs,
sugerindo a importancia da rigidez conformacional, assim como de interacdes
hidrofébicas adicionais no aumento da poténcia mediada pelos compostos LDT409
(30), LDT540 (26) e LDT540A (28).

Ensaios em hepatdécitos primarios demonstraram a capacidade dos derivados-
alvo e das misturas de compostos em regular a expressao de transcritos de DNA
complementar de genes responsaveis pela oxidacdo (FGF21, CPT1 e PDK4) e
captacdo (FABP1 e CD36) de &acidos graxos no figado, os quais sdo efeitos
mediados pela ativacdo de PPARa e importantes para a regulacdo do metabolismo
lipidico. Por sua vez, ensaios em pré-adipOcitos resultaram na expressdo de
transcritos de cDNA de marcadores da diferenciacéo de adipdcitos (aP2, LDP, CD36
e adiponectina), evidenciando papel na adipogénese via ativacdo de PPARy no
tecido adiposo. Enquanto, ensaio in vivo em zebrafish demonstrou a expresséo de
genes de PPARa e PPARYy apds tratamento com o derivado LDT409 (30).

Novos estudos in vitro sobre a analise de correguladores, fatores
transcricionais e modificacbes pos-traducionais, visando a determinacdo do
mecanismo de ativacdo mediado pelo derivado LDT409 (30), assim como avaliagao
farmacoldgica in vivo dos melhores ligantes da série insaturada LDT540 (26) e
monoinsaturada LDT540A (28), constituem as perspectivas do trabalho na validagéo
do planejamento estrutural, bem como no estabelecimento da relagdo estrutura-

atividade quimica de possiveis agonistas duais PPARaly.
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ANEXO 1 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls):
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Mistura de Cardandis (LDT10i, 16)
HO

ANEXO 2 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls):
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ANEXO 3 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls):
Cardanol Monoinsaturado (LDT10iA, 17)
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ANEXO 4 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls):
Cardanol Monoinsaturado (LDT10iA, 17)
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ANEXO 5 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls):
3-Pentadecilfenol (LDT10, 18)
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ANEXO 6 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls):
3-Pentadecilfenol (LDT10, 18)

2 8 8 n By 29 WO n oo
e P g - wa ik SePRERRRRS 8
uw =+ ol o — I Do omEmdo
- - - - - I~~~ MmN NN NN
[ /-
£
" " " - L - PO, . o -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50



ANEXO 7 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls):
Mistura 2-{3-[(8E)-pentadec-8-en/8,11-dien/8,11,14-trien-1-il]fendxilacetato de etila (LDT486, 19)
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ANEXO 8 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls):
Mistura 2-{3-[(8E)-pentadec-8-en/8,11-dien/8,11,14-trien-1-il]fendxilacetato de etila (LDT486, 19)
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ANEXO 9 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls):
2-{3-[(8E)-pentadec-8-en-1-il[fendxi}acetato de etila (LDT486A, 20)
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ANEXO 10 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls):
2-{3-[(8E)-pentadec-8-en-1-il[fenoxilacetato de etila (LDT486A, 20)
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ANEXO 11 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls):
2-(3-Pentadecilfendxi)acetato de etila (LDT15, 21)
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ANEXO 12 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCla):
2-(3-Pentadecilfendxi)acetato de etila (LDT15, 21)
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ANEXO 13 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls):
Mistura de 2-metil-2-{3-[(8E)-pentadec-8-en/8,11-dien/8,11,14-trien-1-il[fendxi}propanoato de etila (LDT539, 22)
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ANEXO 14 — Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls):
Mistura de 2-metil-2-{3-[(8E)-pentadec-8-en/8,11-dien/8,11,14-trien-1-il[ffendxi}propanoato de etila (LDT539, 22)
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ANEXO 15 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls):

2-metil-2-{3-[(8E)-pentadec-8-en-1-il]fendxi}propanoato de etila (LDT539A, 23)
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ANEXO 16 — Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls):
2-metil-2-{3-[(8E)-pentadec-8-en-1-il]fendxi}propanoato de etila (LDT539A, 23)
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ANEXO 17 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls):
2-Metil-2-(3-Pentadecilfenoxi)Propanoato de etila (LDT408, 24)
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ANEXO 18 — Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls):
2-Metil-2-(3-Pentadecilfendxi)Propanoato de etila (LDT408, 24)
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) ANEXO 19 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls):
Mistura de Acidos 2-{3-[(8E)-pentadec-8-en/8,11-dien/8,11,14-trien-1-il]fendxilacético (LDT487, 25)
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) ANEXO 20 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls):
Mistura de Acidos 2-{3-[(8E)-pentadec-8-en/8,11-dien/8,11,14-trien-1-il]fendxilacético (LDT487, 25)
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~ ANEXO 21 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls):
Acido 2-{3-[(8E)-pentadec-8-en-1-illffendxilacético (LDT487A, 27)
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~ ANEXO 22 — Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls):
Acido 2-{3-[(8E)-pentadec-8-en-1-illffendxilacético (LDT487A, 27)
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ANEXO 23 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCla):
Acido 2-(3-Pentadecilfendxi)acético (LDT16, 29)
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ANEXO 24 — Espectro de RMN de **C (125 MHz, CDCla):
Acido 2-(3-Pentadecilfendxi)acético (LDT16, 29)
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) ANEXO 25 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls):
Mistura de Acidos 2-metil-2-{3-[(8E)-pentadec-8-em/8,11-dien/8,11,14-trien-1-ilffendxi}propandico (LDT540, 26)
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) ANEXO 26 — Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls):
Mistura de Acidos 2-metil-2-{3-[(8E)-pentadec-8-em/8,11-dien/8,11,14-trien-1-ilffendxi}propandico (LDT540, 26)
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) ANEXO 27 — Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls):
Acido 2-metil-2-{3-[(8E)-pentadec-8-en-1-illffendxi}propandico (LDT540A, 28)
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) ANEXO 28 — Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls):
Acido 2-metil-2-{3-[(8E)-pentadec-8-en-1-il[fendxi}propandico (LDT540A, 28)
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~ ANEXO 29 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls):
Acido 2-Metil-2-(3-Pentadecilfendxi)propandico (LDT409, 30)
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~ ANEXO 30 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls):
Acido 2-Metil-2-(3-Pentadecilfendxi)propandico (LDT409, 30)
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