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RESUMO

CARDOSO, Gabriella Simbes Heyn Roth. Sintese e Avaliacdo do Efeito Citotoxico
de Novos Compostos Planejados a partir do Acido Anacardico Saturado.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Saude.

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2017.

O cancer — conjunto de doencas que apresenta como caracteristica comum o
crescimento celular desordenado de células com capacidade de invadir tecidos e
orgaos — pode ser resultado de alterac6es de mecanismos epigenéticos que regulam
a acessibilidade da cromatina a fatores transcricionais, modificacbes do DNA e
rearranjos de nucleossomos. O acido anacardico, lipideo fendlico predominante no
liguido da casca da castanha do caju natural (LCC), apresenta diversas acdes
biolégicas — dentre elas como inibidor da histona acetiltransferase p300 — as quais
tém sido exploradas para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. O
presente trabalho descreve a sintese de novas moléculas planejadas a partir de
modificagdes estruturais na subunidade salicilica do &cido anacardico saturado e a
avaliacao do perfil citotéxico em linhagens tumorais. Neste sentido, 13 derivados-alvo
foram sintetizados em rendimentos que variaram de 40% a 90% e caracterizados por
métodos espectroscopicos de andlise. A avaliacdo da viabilidade celular por ensaio
de MTT em seis linhagens tumorais revelou que o acido anacardico saturado (LDT11,
1) apresentou melhor perfil citotéxico para carcinoma de célon (HCT116, ICso 13,46
MM), leucemia aguda promielocitica (HL60, ICso 6,26 uM), leucemia mieloide cronica
(K562, 1Cs0 11,82 pM) e glioblastoma (SF295, ICso 14,63 pM); e seu analogo alcool
benzilico (LDT197, 14) para adenocarcinoma de prostata (PC3, ICso 5,95 uM) e
adenocarcinoma de colon (SW620, ICs0 12,94 uM). O estudo de relagdes estrutura-
atividade (SAR) para a triagem a 25 ug/mL para os precursores das séries evidenciou
a relevancia de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (DLH) ou aniénicos na
subunidade benzilica/benzoica para derivados com fenol livre. As substituicdes nos
grupos fendlicos em cada série diminuiram as atividades observadas para os
precursores; entretanto a subunidade hidroxicarbamoilmetileno apresentou melhor
atividade para as linhagens HCT116 e PC3. 1 e 14 apresentaram indice de
seletividade frente a células L929 em torno de 5 vezes comparada as linhagens em
que foram mais ativos. Na avaliagdo do potencial hemolitico comparados a Triton a
1%, 1 apresentou percentual de hemdlise acima de 95%; enquanto 14 foi considerado
ndo hemolitico.

Palavras chave: cancer, agentes citotoxicos, LCC, acido anacardico saturado



ABSTRACT

CARDOSO, Gabriella Simdes Heyn Roth. Synthesis and Evaluation of the
Cytotoxic Effect of New Compounds Planned from Saturated Anacardic Acid.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Saude.

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2017.

Cancer — a cluster of diseases that has as a common feature the disordered cell growth
of cells with the capacity to invade tissues and organs — may be the result of alterations
in epigenetic mechanisms that regulate the accessibility of chromatin to transcriptional
factors, DNA modifications and nucleosomes rearrangements. Anacardic acid, the
predominant phenolic lipid in the liquid cashew nut shell (CNSL), present several
biological actions- among them as inhibitor of histone acetyltransferase p300-which
has been explored for the development of new therapeutic agents. The present work
describes the synthesis of new molecules planned from structural modifications in the
salycilic subunit of saturated anacardic acid and the evaluation of the cytotoxic profile
in tumoral cell lines. In this sense, 13 target derivatives were synthesized in yields
ranging from 40% to 90% and characterized by spectroscopic methods of analysis.
The evaluation of cell viability by MTT assay in six tumor lines revealed that saturated
anacardic acid (LDT11,1), had a better cytotoxic profile for colon carcinoma (HCT116,
ICs0 13.46 pM), promyelocytic acute leukemia (HL60, ICso 26 puM), chronic myeloid
leukemia (K562, ICso 11.82 uM) and glioblastoma (SF295, ICso 14.63 uM) and its
analog benzyl alcohol (LDT197, 14) for adenocarcinoma of prostate (PC3, ICso 5.95
MM) and colon adenocarcinoma (SW620, ICso 12.94 yM). The study of structure-
activity relationships (SAR) for screening at 25 ug/mL for the series precursors
evidenced the relevance of hydrogen bonding (DLH) or anionic donor groups in the
benzylic / benzoic subunit for free phenol derivatives. The substitutions in the phenolic
groups in each series decreased the observed activities for the precursors; however,
the hydroxylcarbamoylmethylene subunit presented better activity for the HCT116 and
PC3 lines. 1 and 14 presented selectivity index against L929 cells around 5 times
compared to the strains in which they were most active. In the evaluation of the
hemolytic potential compared to 1% Triton, 1 presented a percentage of hemolysis
above 95%, whereas 14 was considered non-hemolytic.

Key words: cancer, cytotoxic agents, cashew nutshell liquid, saturated anacardic acid
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1.INTRODUCAO

A origem da palavra cancer é creditada ao médico grego Hipdcrates que
utilizava os termos carcinos e carcinomas para descricao de tumores indutores e nao
indutores de Ulceras. Por sua vez, o médico romano Celsus traduziu o termo grego
para o latim cancer em analogia a capacidade de r4pido espalhamento das células
tumorais entre os tecidos como patas de caranguejo.

O cancer consiste no conjunto de doencgas que apresenta como caracteristica
comum o crescimento celular desordenado de células com capacidade de invadir
tecidos e 6rgdos. Oscilando entre a primeira e a segunda posi¢cdo no ambito das
doencas de maior impacto em saude publica, as neoplasias malignas afetam milhdes
de pessoas em todo 0 mundo com estatisticas crescentes de novos casos que
superardo 1% da populacdo mundial nos préximos 10 anos.

No contexto da terapia oncoldgica alvo-dirigida (TOAD), moléculas originadas
da biodiversidade com resultados significativos em experimentos in vitro e in vivo
como vimblastina, vincristina, podofilotoxina, analogos etoposideo e taxol motivaram
a induastria farmacéutica para o desenvolvimento de medicamentos a partir de
produtos naturais, especialmente aqueles com estruturas complexas, cujo
desenvolvimento sintético esta associado a custos elevados.

Os derivados fendlicos do liquido da casca da castanha do caju (LCC) tém sido
explorados no ambito da Quimica Medicinal nos ultimos anos com diferentes
aplicacbes em saude e potenciais terapéuticos, incluindo propriedades
antineoplasicas como atividade citotoxica em células malignas originarias de diversos
tipos de tumores como carcinoma oral e de préstata (SUNG et al, 2008) e adenoma
pituitario (SUKUMAR-RAMESH et al, 2011) relacionadas ao acido anacardico
saturado (LDT11, 1). O mecanismo pelo qual 1 exerce tal funcdo parece ser
epigenético, controlando a expressdo génica (BALASUBRAMANYAM et al, 2003,
SUN et al, 2006, ELISEEVA et al, 2007, SUNG et al, 2008) bem como a sensibilizacéo
das células a radiagéo ionizante (SUKUMAR-RAMESH et al, 2011).

Este trabalho relaciona-se a obtencdo de novas moléculas planejadas a partir
do acido anacardico saturado com intuito de sintetizar, caracterizar e avaliar derivados
com perfil antineoplasico e correlacionar suas atividades a modula¢des epigenéticas

bem como receptores associados como alvos terapéuticos contra o cancer.



1.1 Dados Epidemioldgicos

De acordo com estimativas da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancer (IARC), para 0 ano de 2012, houve 14,1 milhdes de novos casos de cancer
com 8,2 milhdes de mortes em todo o mundo. Para 2030, estima-se 0 aumento para
21,7 milhdes de novos casos e 13 milhdes de d&bitos. Dentre os motivos que
contribuirdo para o aumento do niumero de casos destacados pela IARC (2016), estédo
o crescimento e envelhecimento populacional.

Atualmente, o cancer é a segunda causa de 6bitos no Brasil. A estimativa para
0 pais no biénio 2016-2017 (INCA 2016) aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil novos casos, destes 420 mil do tipo ndo melanoma. O perfil
epidemioldgico para o Brasil, similar ao da América Latina e Caribe, apresenta 61 mil
casos de cancer de préstata em homens e 58 mil casos de cancer de mama em
mulheres como as maiores frequéncias. A distribuicdo proporcional dos dez tipos de

cancer ndo melanoma mais incidentes estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Homens Mulheres
Novos Novos
L li a imari % L li a imari %
ocalizacdo primaria Casos ) ocalizacdo primaria Casos )
Prostata 61.200 28,6% Mama feminina 57.960 28,1%
. - - 0 0
Traqu~e|a, brébnquioe 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8,6%
Pulmao
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do utero 16.340 7,9%
0, Al 0O i 0,
Estémago 12920 6,0% Traqu~e|a, brébnquioe 10.890 5,3%
pulmdes
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3,7%
Eso6fago 7.950 3,7% Corpo do utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovério 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandulatiredide 5870 2,9%
. 5.540 2,6% Linfoma nao 5.030 2,4%
Leucemias .
Hodgkin
Sistema Nervoso 5.440 2,5% Sistema Nervoso 4.830 2,3%
Central Central

Fonte: Dados recolhidos pelo Instituto Nacional do Cancer (2016).



1.2 Fatores de Risco na Carcinogénese

Vérios fatores de risco estdo relacionados ao desenvolvimento do céancer,
dentre eles: a exposicao a radiacao ultravioleta UVA e UVB — levando a danos do
DNA — o envelhecimento, a ingestdo de certos grupos de alimentos e exposicao a
substancias carcinogénicas como o tabaco e alcool. Adicionalmente, sobrepeso,
infeccbes por virus oncogénicos e fatores genéticos também contribuem para o
aumento de risco para essa doenca.

O envelhecimento aumenta o risco de desenvolvimento do céncer. Esta
afirmacao baseia-se na identificacdo de marcadores relacionados a carcinogénese e
a idade gue incluiram a instabilidade gendmica e alteracdes epigenéticas, dentre as
quais podem ser citadas: alteracbes em teldbmeros (regibes cromossomais) que
quando afetados por danos ao DNA colaboram para efeitos deletérios, como a
senescéncia ou apoptose.

Estudos apontam que o processo de envelhecimento esta associado a
mutacdes epigenéticas, processos multifatoriais de transformacao de células sadias
em células cancerosas, acumulo de dano ao DNA, principalmente por falhas nos
mecanismos de reparo e controle do ciclo celular (WHITE et al, 2015). A acetilacao
aumentada de histonas H4K16, metilacdo de H4K20 e hipometilacdo de H3K9
constituem-se como marcadores epigenéticos relacionados ao envelhecimento
(FRAGA; ESTELLER, 2007).

Estudos recentes indicam que pacientes com indice de gordura acima de niveis
normais apresentaram aumento da incidéncia de canceres de cdélon, mama, rins,
pancreas, prostata e figado. De acordo com dados elucidados por Calle e Kaaks
(2004), o tecido adiposo pode exercer diferentes efeitos sobre a fisiologia de outros
tecidos bem como regular o equilibrio energético e metabolismo lipidico através da
liberacdo de hormdnios peptidicos tais como a leptina e a adiponectina.

A descoberta em 1964 do virus Epstein-Barr e do virus da hepatite B (HBV) em
humanos, em associacdo com o desenvolvimento dos modelos de cultura celular e
desenvolvimento animal, instigaram o interesse cientifico do papel do virus na
carcinogénese em humanos. De acordo com dados citados por McLaughlin-Drubin e
Munger (2008), atualmente 15% a 20% dos canceres detectados estéo relacionados
a infecgdes virais. Dentre 0s virus que podem ser carcinogénicos estdo: HTLV (virus

linfotrépico da célula humana), HCV (virus da hepatite C), HPV (papilomavirus



humano), HBV (virus da hepatite B), EBV (virus Epstein Barr) e HHV-8 (herpes virus
associado ao sarcoma de Kaposi). Embora sejam diferentes virus, com diferentes vias
de infeccdo e efeitos no hospedeiro, compartiham em comum a capacidade de
infectar sem matar a célula hospedeira; pelo contrario, os virus oncogénicos
demonstram a tendéncia de infectar por longos periodos e barrar a resposta
imunologica hospedeira. Sabe-se que a correlacdo entre infeccdo viral e o
desenvolvimento tumoral ndo é de imediato, o qual pode ser silencioso e de longo
prazo (MCLAUGHLIN-DRUBIN; MUNGER, 2008).

Baseados em estudos de coorte, Stepien e colaboradores (2016) apontam para
evidéncias epidemiologicas da correlacdo inversa entre a ingestdo de frutas e
verduras e a carcinogénese. Neste contexto, alimentos que contém carotenoides ou
betacaroteno, vitamina C e selénio apresentam excelentes propriedades antioxidantes
que previnem a formacéo de radicais livres, o que corrobora para a reducdo de
peroxidacao lipidica e protecdo contra danos ao DNA. Com relacdo a xenobidticos
nocivos a saude especialmente quando de exposicdo prolongada, as bebidas
alcodlicas aparecem como potenciais carcinogénicos. O etanol, que modula
negativamente a atividade enziméatica responsavel por destoxificar o organismo, pode
facilitar a infiltracdo e desenvolvimento de células cancerigenas bem como afetar
processos de metilacdo e modificacdo do DNA por promocao de mutacdes génicas.
Ainda sao citados como alimentos danosos as carnes processadas ricas em gordura
e dietas ricas em acucar e gordura transesterificada (STEPIEN; CHAJES, ROMIEU,
2015).

1.3 A Terapéutica Para o Tratamento de Neoplasias

O tratamento para os diversos tipos de cancer esta relacionado a
especificidades e estagio da doenca e, de maneira geral, envolve quimioterapias
neoadjuvante ou adjuvante e procedimento cirlrgico; quimioterapia paliativa que visa
assegurar a qualidade de vida dos pacientes por meio do controle do volume dos
tumores; terapéutica multimodal que combina radioterapia com terapia antineoplasica
sistémica e envolve aspectos neoadjuvantes, adjuvantes e paliativos; e a terapia
oncoldgica alvo-dirigida (TOAD) que, orientada molecularmente, visa o bloqueio do
crescimento, morte ou sensibilizagdo de células cancerigenas ao sistema imune bem

como compreende a interrupcdo do fluxo sanguineo e carreamento de agentes



terapéuticos aos tumores. Mutacdes em genes supressores tumorais BRCA 1 e BRCA
2, conforme dados elucidados na literatura indicam que estéo associados ao aumento
do risco de desenvolvimento de cancer de ovario e cancer de mama. Ambos 0s genes
estdo relacionados a mecanismos de reparo do DNA, por recombinacdo homdéloga,
que contribui para a instabilidade gendmica e transformacgéo de células tumorais (XU;
YANG; ZHAO, 2016).

1.4 Alteracdes Genéticas no Cancer

O descontrole na proliferacéo celular por desequilibrio no ciclo celular no cancer
pode ser explicado por alteracdo na expresséo e atividades de oncogenes, genes
supressores tumorais, genes de controle da apoptose e genes de reparo ao DNA. De
acordo com O’Connor (2015) as células estdo sujeitas a milhares de eventos que
podem comprometer o DNA (Figura 1). A resposta de dano ao DNA (do inglés, DDR)
pode ser ativada por diferentes vias de sinalizacdo e enzimas. No caso da
impossibilidade de reparo ao DNA, a instabilidade gendmica celular atinge niveis

elevados que corroboram para a morte celular ou senescéncia.
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Figura 1: Resposta celular a diferentes fontes de dano ao DNA. Fonte: Speidel (2015).




1.4.1 Mutacgbes genéticas

Assim como as demais células que constituem o organismo, a célula
cancerigena € descendente de linhagem de divisdo de células mitéticas; entretanto o
DNA da célula cancerigena adquiriu modificacdes quando comparado ao da célula
progenitora. Para estas células podem ser diferenciados dois tipos de mutacdes: as
hereditarias, presentes na célula do zigoto que sera transmitida a geracédo seguinte; e
as adquiridas, que ndo estdo no zigoto, mas sao adquiridas por exposicdo a
determinados agentes que ocasionam as mutagdes (STRATTON; CAMPBELL;
FUTREAL, 2009).

As mutacdes somaticas no genoma cancerigeno podem ser resultantes de
substituicdo, insercdo ou delecdo de bases constituintes do DNA, rearranjos ou
anormalidades do numero de cOpias presentes no genoma diploide. Por acédo
exdgena, como visto em infec¢cdes por virus oncogénicos, o DNA da célula
cancerigena pode captar fragmentos de novas sequéncias de DNA. Adicionalmente,
alteracdes epigenéticas, como metilacdo e alteracdes no perfil de acetilagdo de
histonas, podem provocar mudangas na cromatina com capacidade de transmisséo
entre geracdes bem como gerar efeitos fenotipicos que favorecem a carcinogénese
(STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009).

1.4.2 O gene TP53

As anormalidades nas células cancerigenas desencadeadas por mutacdes
podem afetar genes importantes como o gene supressor tumoral TP53. O papel anti-
proliferativo deste gene, em resposta a danos fisiol6gicos, torna-o alvo para inativacao
do cancer que ocorre principalmente por substituicdo de base e perda de alelos. A
heranca de mutacfes no gene TP53 aumenta a predisposi¢cao para canceres de inicio
precoce como visto em carcinomas de mama, tumores cerebrais e sarcoma. O gene
TP53 também apresenta polimorfismos em regiées codificantes e ndo codificantes
que aumentam a susceptibilidade do individuo em desenvolver cancer (OLIVIER,;
HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010).

O gene TP53 pode ser ativado por diferentes formas de estresse oncogénico e
induzir a parada do ciclo celular. A proteina codificada pelo gene p53 pode acumular-
se no nucleo celular por mecanismos pos-traducionais e ativar genes alvos que vao
atuar sobre a fungdo de suprimir o tumor. Dentre estes genes esta a p21 que constitui
a familia de inibidores de quinases dependentes de ciclina (CDK). Estudos da



literatura reportaram que a maior expressao de p21 esta associada a parada do ciclo
celular nas fases G1/S ou G2/M (XIA; KNEZEVIC; VASSILEV, 2010). Segundo
Razmikmirzayans e colaboradores (2002), a p53 regula negativamente a transcricéo
de genes importantes tais como BCL-2, MCL-1 e survivina, 0S quais suprimem a
atividade apoptética, aléem do MDR-1 que confere fendtipo de multirresisténcia
farmacol6gica em muitos tratamentos quimioterapicos.

1.4.3. Os genes BRCA

De acordo com dados da literatura, mutagbes em genes supressores tumorais
BRCA 1 e BRCA 2 estédo associadas ao aumento do risco de desenvolvimento de
cancer de ovario e cancer de mama. Ambos os genes estdo relacionados a
mecanismos de reparo do DNA por recombinacdo homéloga que contribui para a
instabilidade gendmica e transformacdo de células tumorais (XU; YANG; ZHAO,
2016). Os genes BRCA 1 e BRCA 2 estéo envolvidos nos processos de regulacédo do
ciclo celular, transcricdo génica, apoptose e outras vias relacionadas a regulacéo
génica. Segundo Enyedi e colaboradores (2016) as alteracbes das mutacdes nos
genes BRCA sédo importantes para personaliza¢do do tratamento na clinica, uma vez
gue pacientes que sdo portadores de anomalias na expressdo destes genes
apresentaram diferentes respostas terapéuticas quando tratadas com inibidores da
enzima poli (ADP-ribose) polimerase (ENYEDI et al, 2016).

1.4.4 O gene PTEN

O gene PTEN, supressor tumoral, codifica a proteina homadlogo de tensina e
fosfatase. Assim como 0s demais genes supressores tumorais, apresenta funcdes na
regulacdo do ciclo celular, apoptose e metastase. O gene PTEN pode ser regulado
por metilagcdo, acetilacdo, oxidacdo e ubiquitinacdo. Mutacdes em PTEN estdo
associadas a varios tumores em humanos, bem como causar a sindrome de Cowden,
que é caracterizada pelo alto risco em desenvolver carcinoma de mama (ZHANG,
2013). PTEN € um regulador negativo da via de sinalizagdo da PI3K por
desfosforilagdo do intermediario PIP3 (Figura 2). A fosfatase € antagonista da PI3K.
Em resposta a estimulos extracelulares, tais como a captagéo de insulina, fatores de
crescimento, quimiocinas, a subunidade catalitica de PI3K é recrutada por receptores
acoplados a proteina G ou receptores tirosina quinase através da subunidade
regulatoria p85 ou p101, conforme ilustracdo, onde o PIP2 é fosforilado para gerar



PIP3. PTEN é uma fosfatase lipidica que antagoniza o perfil de atividade de PI3K
(fosfatidilinositol-3-quinase) por desfosforilar PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5- trifosfato) na
posicdo D3 para gerar PIP2A (fosfatidilinositol 4,5- bifosfato) na via da PI3K, que
regula o crescimento, sobrevivéncia e proliferacdo celular, cuja producéo de PIP3 leva
a ativacao da via canbnica AKT-mTORCL1. Desta forma, a via PI3K destaca-se como
alvo terapéutico uma vez que mutacdes do gene PTEN podem resultar em
proliferacdo celular desregulada e maior atividade celular favorecendo a
carcinogénese.

Figura 2: Mecanismo de regulagéo negativa do gene PTEN sobre a via de sinalizacéo PI3K.
Fonte: Chauhoub e Baker (2009).

1.5 A Relacédo Entre a Epigenética e o Cancer

Embora os estagios de iniciacao e progressao sejam geralmente originados por
alteracdes genéticas, ha evidéncia de que modificacdes epigenéticas podem provocar
alteracdes que impactam a dindmica da expressao génica.

Segundo Kanwal e Gupta (2010) a epigenética € definida como o conjunto de
modificacdes herdaveis na atividade da expressdo génica que ocorre sem alterar as
sequéncias das bases do DNA. Dentre os processos importantes na regulacao
epigenética encontram-se a metilagdo do DNA, modificacbes da cromatina, no
nucleossoma, alteracdes nos padroes de acetilagdo e desacetilacdo por enzimas
histonas acetiltransferases e histonas desacetilases e micro-RNAs.
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1.5.1 DNA metiltransferases

A metilacdo do DNA esta relacionada a familia de enzimas conhecidas como
DNA metiltransferases (DNMTs) que reconhecem os dinucleotideos CpG (citosina-
fosfato-guanina) e tem por consequéncia o silenciamento de genes e de regides
gendmicas ndo codificantes. A metilacdo ocorre pela adicdo covalente do grupo metila
na posicao 5’ da citosina e dos dinucleotideos CpG. Existem trés principais enzimas
DNA metiltransferases: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B (RODRIGUEZ-PAREDES;
ESTELLE, 2011). Adicionalmente, as células cancerigenas podem apresentar
padrées alterados no perfil de metilacdo do DNA. A hipometilacdo de DNA, por
exemplo, ocorre em sequéncias gendmicas, em elementos repetitivos,
retrotransposons e introns, o que resulta em instabilidade genémica bem como na
inducdo da ativacdo de protooncogenes. Por sua vez, a hipermetilagdo dos
dinucleotideos CpG esta associada ao silenciamento de genes supressores tumorais
presente em varias neoplasias (RODRIGUEZ, PAREDES E ESTELLE, 2011).

1.5.2 O Nucleossoma e as alteracdes nas histonas

A unidade estrutural e funcional de repeticdo basica da cromatina é o
nucleossoma que consiste de oito proteinas histonas e cerca de 146 pares de base
do DNA. Duas das histonas H2A, H2B, H3 e H4 se juntam para formar um octamero
de histonas que se ligam e envolve cerca de 1,7 rotacoes de DNA. A adicdo da
proteina H1 envolve outros 20 pares de base, resultando em duas voltas completas
ao redor do octamero (THOMAS; KORNBERG, 1975). A disposicado das histonas
resulta de modificacbes por metilacdo, ubiquitinacdo, fosforilacdo e acetilacdo de
grupos N-terminais nos residuos de lisinas.

As alteracbes por acetilacdo e desacetilacdo estdo associadas
respectivamente com ativacdo e silenciamento génico apresentados na Figura 3
(CLAYTON et al., 2006 apud DANIEL E TOLLESBO, 2015).
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a) Cromatina fechada: silenciamento transcricional b) Cromatina aberta: ativagdo transcricional
HDAC HDAC

HDAC

Figura 3: Nucleossoma constituido do DNA e modificagbes em (a) por desacetilagdo das histonas e
em (b) acetilacdo de histonas. Fonte: Johnstone, 2002.

A acetilacdo de residuos N-terminais de lisina elimina a carga positiva,
reduzindo a interacdo com a carga negativa dos grupos fosfato expostos do DNA,
tornando a estrutura da cromatina relaxada, o que facilita o0 acesso ao DNA e ativacéo

das vias de transcricdo génica (CLAYTON et al., 2006 apud DANIEL E TOLLESBO,
2015) (Figura 4).

CHa
| CHs
P Lo
5 SH |
+ I I NH
NH: Coh Coh |
I CHz
CIHJ \HAT / |
4 » CH
[{|:H2]! vﬁbﬁiﬁ [ | 2
—C—
—(C— H
H:0
H (in ’
. =0 Acetyl-lysine
Lysine
o

Figura 4: Mecanismo basico de acetilacédo de residuos de lisina pelas HATs e a desacetilagdo efetuada
pelas HDACs. Fonte: Sun et al. (2011).

As modificagdes pos-traducionais como a acetilagcéo de residuos de lisina estdo

relacionadas a diversas patologias uma vez que histonas, receptores nucleares,
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fatores transcricionais e enzimas tém suas atividades moduladas por enzimas histona
acetiltransferases (HATS) e histona desacetilases (HDACs) (WAPENAAR; DEKKER,
2016).

A acetilagdo das histonas esta relacionada a transcricdo génica; entretanto
outros alvos podem ser regulados e, consequentemente, diferentes vias como o
protooncogene c-Myc, a p53 e o fator nuclear NF-kB. As HATs e HDACs sao
consideradas importantes alvos terapéuticos e novos compostos que atuam sobre
esta via tém sido explorados atualmente na clinica (WAPENAAR; DEKKER, 2016).

1.5.3 A maquinaria epigenética

As modificacBes de histonas e a metilacdo do DNA podem interagir entre si e
acarretar em mudancas na organizacdo da cromatina e na propria identidade celular.
Enzimas histona metiltransferases (HMTs) podem direcionar a metilacdo do DNA para
alvos gendmicos especificos por recrutamento de DNA metiltransferases (DNMTS),
HMTs e dimetilases, 0 que gera alteracdes nos padrdes de metilacdo do DNA. As
interacdes entre a metilacdo do DNA e enzimas modificadoras de histonas como as
HATs e HDACs podem aumentar a complexidade do maquinario transcrional na

regulacdo génica, alterando a acessibilidade do DNA a diferentes fatores

by

transcricionais, o que abre a possibilidade de desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos, conforme ilustrado na Figura 5 (SHARMA; KELLY; JONES, 2009).
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Figura 5 :Compostos que atuam na maquinaria epigenética. Adaptado de Rodriguez e Estelle (2011).
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1.6 Histonas Desacetilases

As histonas desacetilases aumentam as interagdes entre histonas e o DNA, o
que favorece que a cromatina figue mais condensada e promove assim O
silenciamento do maquinario transcricional. As HDACs podem formar complexos
correpressores com receptores nucleares na auséncia de ligantes.

As enzimas histonas desacetilases séo divididas em quatro familias, sendo as
das classes |, Il e IV amidoidrolases dependentes de zinco para atividade catalitica,
enguanto as da classe lll, as sirtuinas, sdo dependentes da nicotinamida adenina de
dinucleotideo (NAD). A classificacao e subtipos de HDAC esta apresentada na Tabela
2.

Tabela 2: Classificacao e subtipos de familias das histonas desacetilases.

Familia Subtipo Localizagdo Substratos
celular
HDAC 1 Ncleo Receptor androgénico, SHP, p53,
Stat3
Classe | HDAC 2 Nucleo Receptor glicocorticoide, Bcl-6, Stat 3
HDAC 3 Nucleo Stat 3, CDK-9, Rel A
HDAC 8 Nucleo -
HDAC 4 Nucleo/citoplasma -
HDAC 5 Ndcleo/citoplasma -
Classe lla -
HDAC 7 Nucleo/citoplasma PLAG 1 e PLAG 2
HDAC 9 Nucleo/citoplasma FOX3P
HDAC 6 Citoplasma
Classe llb -
HDAC 10 Citoplasma -
SIRT 1 Nucleo -
SIRT 2 a tubulina
Classe lll SIRT 3,4,5 Mitoc6ndria -
SIRT 6 Nucleo -
SIRT 7 -

Classe IV HDAC 11 Ndcleo/citoplasma
Fonte: Adaptado de Dokmanovic, Clarke e Marks (2007).

As histonas desacetilases alteram a expressdo de varios genes por interagir
com fatores transcricionais como E2f, STAT3, p53, proteina retinoblastoma (LIN et al.
2006, apud ROPERO e ESTELLER, 2007). Ainda séo citadas a regulacdo da

homeostase celular, que atua na progressao do ciclo celular, diferenciacédo e
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apoptose. As HDACs ainda podem interferir na atividade de receptores hormonais,
chaperones e proteinas de resposta ao dano ao DNA (ROPERO; ESTELLER, 2007).

Conforme visto anteriormente, o cancer é considerado uma doencga proveniente
de altera¢cBes genéticas como mutacgdes e dele¢cdes nas sequéncias de bases do DNA
e alteracdes na cromatina por mecanismos epigenéticos, que resultam na perda de
atividade de genes de supressao tumoral e de proteinas de reparo, bem como pela
maior atividade de oncogenes e genes que promovem em conjunto a carcinogénese.

O desequilibrio na expresséo e atividade das histonas desacetilases também
esta relacionado a progressdo de tumores. As HDACs modificam o padrdo de
acetilacao de histonas atuando no silenciamento génico. No entanto, a desregulacéo
da expresséao de histonas desacetilases colabora para 0 aumento de genes que atuam
na proliferacdo celular, ciclo celular e apoptose. Neste sentido, a superexpresséo de
HDAC1 foi encontrada nos canceres gastrico, de mama, pancreatico, hepatocelular,
pulm&o, e prostata, sendo diretamente proporcional ao prognostico e sobrevida dos
pacientes. Adicionalmente, superexpressdes das HDACs 1, 2 e 3 tém associa¢do com
linfoma de Hodgkin; a de HDACSG foi identificada em uma série de estagios primarios
em diferentes variedades de cancer; enquanto a de HDAC 10 foi observado em
pacientes com leucemia linfocitica crénica e inducao da liberacdo de espécies reativas
de oxigénio em tumores (BENEDETTI, CONTE e ALTUCCI, 2015).

Entre os derivados inibidores HDAC encontram-se o vorinostat ou SAHA (5), o
belinostat (6), a tricostatina (7) e o derivado MS-275 (8) (Figura 6).

e) (@)
SAHA (5) Belinostat (6)

T‘ ? @\ 0 o
N PN I |
©/ \H/ NHOH N/ﬁ\ J\NHOH
H

O

O 0]
[ L AN o7

H  NH,
NHOH - | N
N Y
N |
MS-275 (8) o

| Tricostatina (7)

Figura 6: Exemplos de inibidores HDAC, reconhecidos na literatura. As estruturas assinaladas em azul
correspondem ao cap da unidade farmacoférica, os assinalados em rosa correspondem a unidade
conectora, em verde ao espacador hidrofébico e em preto a porcéo de interagdo com zinco.

Fonte: Préprio autor.
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1.7 Histonas Acetiltransferases (HATS)

As histonas acetiltransferases (HATS) utilizam como cofator a acetil-CoA para
transferéncia de grupos acetila a grupos amino dos residuos de lisina nas cadeias da
proteina histona, levando a relaxacdo da cromatina e ativacao transcricional. As
histonas desacetilases (HDACs) opdem-se as HATSs pela reverséo da acetilacdo dos
residuos de lisina (desacetilacdo), restaurando a carga positiva e compactando a
cromatina (ARROWSMITH et al, 2012).

As enzimas histonas acetiltransferases (HAT) também sdo conhecidas como
lisina acetiltransferases (KAT) e sdo divididas em cinco familias GNAT, MYST,

P300/CBP, TAFII250 e a ultima como cofatores de receptor nuclear (Tabela 3).

Tabela 3: Classificacdo e subtipos das principais familias das histonas acetiltransferases.

Familia Subtipo Substratos Caracteristicas
KAT2A (GCNb) H3 e H4 L ) )
GNAT Bromodominio carboxiterminal
KAT2B (PCAF) H3 e H4
KAT5 (Tip60) H2a, H3, H4

KAT6A (MYST3)  H3
MYST  KAT6B (MYST4) -
KAT7 (MYST2) -

Motivo estrutural de acetilacdo e
cromodominio

KAT8 (MYST1) H4

KAT3B (p300) H2A,H2B,H3,H4 Motivo relacionados a acetilagéo,
P300/CBP regidbes de dedos de zinco e

KAT3A (CBP) H2AH2BH3,H4  11omodominio

Fonte: Adaptado de Wapenaar e Dekker (2016).

A familia GNAT também conhecida como N-acetiltransferases relacionadas a
GCNS5 apresenta um motivo estrutural de acetilagcdo altamente conservado. Dentre as
caracteristicas encontradas nesta familia esta o bromodominio carbéxi-terminal que
facilita o acesso ao substrato enzimatico. As GNATs séo capazes de acetilar outros
substratos além de histonas e funcionam como coativadores para um conjunto de
ativadores transcricionais (KARMODIYA et al., 2014).

As proteinas da familia MYST contém dedos de zinco e apresentam motivo
estrutural de acetilacdo, que permitem a ativacdo e desativacdo de genes.
Adicionalmente, é sugerido que a presenca de cromo-dominio facilite a interacdo com
proteinas associadas a heterocromatina. Esta familia esta envolvida em ampla cadeia

de funcdes de regulacéo, ativacao e silenciamento génico (KARMODIYA et al., 2014).



16

A familia P300/CBP ¢é formada por duas proteinas, P300 e CBP, as quais
apresentam funcdes as quais podem ser permutadas. Estas enzimas contém muitos
dominios funcionais como motivos relacionados a acetilacdo e interacdo com acetil-
COA, regibes de dedos de zinco e bromodominio. Em adicdo, atuam como co-
ativadores e interagem com muitos fatores transcricionais (KARMODIYA et al., 2014).
A presenca de bromodominios facilita o reconhecimento de residuos de lisina
modificados nas histonas, tornando-se importantes na coativacao transcricional, onde
a identificacé@o e ligacdo a residuos de lisina de proteinas histonas sdo fundamentais
na atividade regulatéria (ARROWSMITH et.al, 2012).

Segundo a literatura, as enzimas HAT demonstram exercer atividade no
crescimento tumoral e na progressdo da doenca. A ativacdo da maquinaria
transcricional pode resultar em maior expressao de protooncogenes e o padrdo de
hiperacetilacdo pode potencializar a carcinogénese. Segundo Wapenaar e Dekker
(2016), foi encontrada a correlacdo entre a hiperacetilagdo de histonas e carcinoma
hepatico bem como a acetilacdo de histonas H3 (H3K18) com a recorréncia do cancer
de préstata. Neste contexto, a p300 € capaz de promover a progressao do carcinoma
prostético por acetilagdes do receptor e de NF-KB que pode potencializar o estimulo
proliferativo (CERBO; SCHENEIDER, 2013). Adicionalmente, a HAT p300, bem como
a TIP60 acetilam o receptor androgénico induzindo a expressdo de genes alvos
importantes. A enzima p300 foi encontrada superexpressa no cancer de mama, a qual
pode atuar em receptores de estrogénio induzindo a proliferagéo tumoral no cancer.
Em casos onde o gene supressor tumoral BRCA1l esta mutado, a acetilacdo de
p300/CBP ativa o receptor de estrogénio. (CERBO; SCHNEIDER, 2013).

Entre os produtos naturais inibidores de p300 encontram-se o acido anacéardico
(1), extraido de Anacardium occidentale; o garcinol (2), extraido de Garcinia indica; a
curcumina (3), extraida de Curcuma longa; e plumbagina (4) extraida de Plumbago
scandens (Figura 7).
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HO
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Acido Anacdrdico (1) Garcinol (2)
1C59 8.5 tM IC5, 7.0 uM
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Figura 7: Moléculas Inibidoras de HAT p300, extraidas de produtos naturais, representadas por acido
anacardico saturado (1), garcinol (2), curcumina (3) e plumbagina (4).
Fonte: Préprio

1.8 Alvos Farmacoldgicos e a Relago com o Acido Anacardico

A enzima p300, também conhecida como KAT3B, apresenta multiplos dominios
gue interagem com diversas proteinas e fatores transcricionais. A expressao elevada
de p300 esta relacionada com a génese de tumores e baixo prognéstico. Segundo
dados da literatura ja foram identificados em carcinoma prostatico, hepatico,
carcinoma mamario, o que sugere a importancia desta HAT como alvo terapéutico
contra cancer.

A p300 atua como coativadora para uma série de oncogenes como a STATS3.
A STAT3 quando fosforilada por receptores associados a JAK (do inglés, Janus
Kinase) pode formar homo ou heterodimeros e translocar até ao nucleo, onde atua
como ativador transcricional e desempenha importante papel no crescimento celular
e apoptose. A p300 atua como coativadora de NF-KB e HIF-1a (YANG et al.,2013).
Segundo Li e colaboradores (2016) a enzima p300 pode acetilar centenas de
substratos proteicos que incluem a p53 e proteinas de choque térmico HSP90. As
suas atividades estdo atreladas as vias de resposta ao dano de DNA, processos

celulares envolvidos na proliferacéo celular e diferenciagéo celular.
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1.8.1 Acido anacardico saturado: inibidor HAT p300

O acido anacéardico saturado (1), principal componente do liquido da casca da
castanha do caju natural, é estruturalmente um derivado salicilico que apresenta
cadeia saturada com 15 atomos de carbono. Além de inibidor ndo competitivo de p300
e p300/CBP, 1 possui amplo espectro de atividades biologicas (STASIUK e
KOZUBEK, 2010) que incluem atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans and anti Helicobacter pylori resistentes a meticilina
(GREEN et al, 2008; MUROI e KUBO, 1996; KUBO, LEE e KUBO, 1999; KUBO,
NIHEle TSUJIMOTO, 2003); zoosporicida contra Aphanomyces cochlioides (BEGUM
et al, 2002), antilarvaria (SCHULTZ et al, 2006), moluscicida (SULLIVAN et al, 1982),
antifungica (PRITHIVIRAJ et al, 1997) e inseticida (MWALONGO et all 1999) bem
como apresenta perfil relacionado inibicdo de enzimas como lipooxigenase (SHOBHA,
RAMADOSS, RAVINDRANATH, 1994; HA e KUBO, 2005; WISASTRA et al, 2012),
ciclooxigenase (HSIEH et al, 2011; HA e KUBO, 2005; GRAZZINI et al, 1991),
acetilcolinesterase (STASIUK, BARTOSIEWICZ e KOZUBEK, 2008), tirosinase
(KUBO, KISKI-HORI e YOKOKAWA, 1994), heparanase (GRAZZINI et al, 1991) e
GAPDH de T. cruzi (PEREIRA et al, 2008; FREITAS et al, 2009).

Estudos conduzidos por Sung e colaboradores (2008) relataram que o acido
anacardico saturado inibe a ativacao constitutiva de NF-kB — relacionado a uma
variedade de células leucémicas e tumores de células epiteliais — pela inibicdo da
acetilacao de p65 pela inibicdo da HAT p300. Adicionalmente, 1 diminui a expressao
de inibidores de apoptose survivina, XIAP, Bcl-2, Be-xL e FLIP, os quais sao regulados
por NF-kB e quando superexpressos em tumores estao associados a sobrevivéncia,
quimio e radioresisténcia. O trabalho de Sung e colaboradores (2008) ainda revela
que o acido anacardico saturado suprime produtos genéticos implicados na
angiogénese (VEGF), invaséo (COX-2, MMP-9 e ICAM-1) e prolifera¢ao (ciclina D1 e
c-Myc). Desta forma foi demonstrado que 1 € um potente inibidor da ativacdo de NF-
KB — através da inibicdo de IKK, fosforilacdo de IKB, degradacéo de IKB, fosforilagédo
da subunidade p65 pela HAT (HEMSHEKHAR et. al, 2012) — que esta relacionado
aos efeitos antiangiogénico, antiproliferativo, pro-apoptotico, antimestastatico, anti-
inflamatoério e imunomodulatorio.

Segundo Hoesel e Schmid, o fator transcricional NF-kB induz citocinas

inflamatorias que regulam a resposta imunoldégica, tais como TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8, 0
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que resulta no recrutamento de leucocitos em sitios inflamatérios. Segundo Godwin e
colaboradores (2013), os genes regulados por NF-kB estdo associados também a
proliferacdo (CDKs) e morte celular (Fas e FasL). A relacdo entre 0 processo
inflamatorio e o cancer € complexa. A resposta imune inata de neutrofilos que liberam
espécies reativas de oxigénio para eliminar patégenos invasores causadores de
danos ao DNA, colaboram para mutacdes genéticas, que podem desencadear na
tumorigénese. A sinalizacdo de NF-kB demonstrou favorecer a progressao do cancer
por colaborar com a transicdo epitelial-mesenquimal e metastase, regula a
angiogénese por ativagao de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e seus
receptores. A inibicdo de NF-kB afeta a transcricdo do gene p53, STAT, receptor de
estrogeno, ATF-3, SMAD-3.

O acido anacardico saturado é um inibidor ndo competitivo de p300 e
p300/CBP, sendo capaz de inibir também outras familias das enzimas HAT como
Tip60 blogueando a ativacdo de ATM e DNA-PKCs, proteinas quinases que atuam
apos lesdo do DNA (YIANNAKOPOULOU, 2014) (Figura 8).

Ve "

Acido
anacardico e 2
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derivados MN\/\ mRNA

Figura 8: Mecanismo de acao do &cido anacéardico e seus derivados na supressao de NF-KB.
Fonte: Hemshekhar et al (2011).

1.9 Derivados do LCC (Liquido da Casca da Castanha de Caju)

Segundo Mazzetto e Lomonaco (2009), o fruto do cajueiro (Anacardium
occidentale L.) € a castanha, um aquénio de comprimento e largura variados, casca
coriacea e lisa, mesocarpo alveolado, repleto de um liquido de cor escura, inflamavel

e caustico, conhecido como liquido da casca da castanha do caju.
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O liguido da casca da castanha do caju € uma das fontes mais ricas em lipideos
fendlicos ndo-isoprenoides — acidos anacardicos (9), cardanois (10) cardois (11) e

metilcardois (12) (Figura 9) — e pode ser classificado como natural ou técnico de
acordo com as técnicas de extragdo utilizadas.

OH (e} OH OH OH
@5‘\(”_‘ ij\ /©\ ji;\
CisH31-2n CisH312n HO Ci5H312n HO CisHz1-2n
Acidos Anacardicos Cardanois Cardois 2-Metilcardois
(10) (11) (12)
n=0
8
n=1 -
8 11
n=2 - -
8 11 14

Figura 9: Principais componentes do LCC e diferentes graus de insaturagdo da cadeia lateral.

O LCC natural pode ser obtido por extracdo em prensa a frio ou com solventes;
enquanto o LCC técnico € obtido por processo termo-mecéanico que submetido a
temperaturas entre 185-195°C leva a descarboxilagdo da mistura de acidos

anacardicos (9) que é convertida na mistura de cardanois (10).

Tabela 4: Composi¢des quimicas dos LCC Natural e Técnico.

Constituinte LCC Natural LCC Técnico
Acidos Anacardicos 71,70 — 82,00 % 1,09 - 1,75 %
Cardanois 1,60 -9,20 % 67,82 — 94,60 %
Cardois 13,80 — 20,10 % 3,80 — 18,86 %
2-Metilcardois 1,65 -3,90 % 1,20 -4,10 %
Componentes Minoritarios 2,20 % 3,05 -3,98 %
Material Polimérico 0,34 - 21,63 %

Fonte: Mazzetto e Lomonaco (2009)

Do ponto de vista quimico, os lipideos fendlicos do LCC configuram-se como
matéria-prima versatil para transformagdes quimicas devido a natureza dualistica
(carater aromatico e aciclico), aliada a existéncia de grupos funcionais polares no anel
aromatico e multiplas insaturagbes na cadeia alifatica em C-8, C-11 e C-14, cuja
composicdo percentual esta descrita na Tabela 5.
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Tabela 5: Composicao percentural relativa de insaturacdes nos constituintes fenélicos do LCC obtida
por CG/MS.

Constituinte Acidos Anacardicos Cardanois Cardois 2-Metilcardois
Saturado 22-30% 39-44% 0,2-2,7% 09-13%
Monoeno (8) 25,0-33,3% 216 -322% 8,4-152% 16,3 -25,3 %
Dieno (8, 11) 17,8 -32,1% 154-18,2% 242 -289% 20,6 -244%
Trieno (8, 11, 14) 36,3-50,4% 45,1 - 59,0 % 36,5-67,2% 49,8 - 62,2 %

Fonte: Mazzetto e Lomonaco (2009)

No ambito de uma linha de pesquisa que visa o emprego dos lipideos fendlicos
nao-isoprenoides do cajueiro (Anacardium occidentale) como matéria-prima para
obtencdo racional de novos agentes terapéuticos, nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo projetos relacionados ao desenho de ligantes com resultados
promissores (LEMES, 2013; CORREIA, 2013; FERNANDES; 2014; RAMOS, 2014;
FERREIRA 2014; ALVES, 2015; QUEIROZ, 2015; OLIVEIRA, 2016; MIRANDA,
2016). Desta forma, a utilizacao da biomassa do LCC —fonte renovavel, biodegradavel
e de baixo custo — a partir dos arcaboucos moleculares de seus lipideos tem se
mostrado como cenario estratégico, técnico e sustentavel no planejamento racional

de novos candidatos a agentes terapéuticos.
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2. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O mecanismo de acetilacdo de lisina de histonas pela p300 envolve a
participacdo da enzima acetil-CoA. Um dos ancoramentos apresentados por Dancy e
Cole (2015) compreende a interacdo eletrostatica entre os ions fosfatos da acetil-CoA

com o grupo guanidina do residuo de arginina 1410 (R1410) (Figura 10).

0
=
: 04\; \; o .0
/ 0 HN._-NH" ©
| W1436 ﬁT/
H4 HN_ NH HN

R1410

L\ E1505 p300

Figura 10: Acetilagdo de lisina da histona H4 pela Ac-CoA catalisada por p300. Fonte: DANCY e COLE,
2015.

Estudos preliminares sobre a inibicdo de p300 por derivados do acido
anacardico (AANn) e isoanacardico (iAAn), desenvolvidos respectivamente por Alves
(2015) e Queiroz (2015), demonstraram que as moléculas contendo o grupo acido
carboxilico apresentaram melhor perfil de inibicdo com ICso variando de 15,0 a 34,0
uM (Figura 11). Segundo os autores, os acidos carboxilicos ionizados a carboxilatos
(pH 7,4) poderiam ser reconhecidos por meio de interagdes ion-ion — com R1410,
mimetizando os grupos fosfato — ou ion-dipolo pela p300.

Os autores ainda apontam que embora considerada ponto farmacoférico para

reconhecimento molecular pela p300, a cadeia pentadecila diminuiu a solubilidade de
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derivados nédo iOnicos — ésteres e amidas de AAn e iAAn — com influéncia na

determinacao do perfil de atividade destes compostos nas condicbes dos ensaios

realizados.
OH (o] OAc O OMe O
CisH34 C1sH34 C1sH34
LDT11, ICsp 21 uM LDT13, ICs 20 uM LDT30, ICs5, 15 uM
(o} OH (o} OAc (o] OMe
C1sH34 C1sH34 C1sH34
LDT380, ICsp 27 uM LDT383, ICsp 34 uM LDT407, ICsp 33 uM

Figura 11: Derivados dos acidos anacardicos e isoanacérdico e respectivas ICso para p300.

Os compostos-alvo foram planejados a partir de modificagbes estruturais na
subunidade salicilica do &cido anacérdico saturado (LDT11, 1) visando novos padrdes
moleculares com diferentes caracteristicas de complementaridade para
reconhecimento pela histona acetiltransferase p300. Neste sentido, a mistura de
lipideos fendlicos do acido anacardico foi escolhida como produto de partida, em que
as cadeias insaturadas seriam funcionalizadas a cadeia saturada com quinze
carbonos como ponto farmacoférico. Segundo estudos de docking realizados por
Devipriya e Kumaradhas (2012), a cadeia pentadecila do &cido anacéardico é
importante ao perfil de atividade frente a enzima p300, uma vez que permite interacdes
importantes com os residuos de Serina 1396. O grupo carboxila seria convertido nos
respectivos éster metilico e alcool visando explorar os diferentes perfis de interacdes
intermoleculares com a p300. Por sua vez, os grupos fendlicos dos derivados
supracitados seriam convertidos a a-oxiésteres, a-oxiacidos e a-oxiidroxamatos
visando a modulagéo do perfil de atividade por meio de interagbes adicionais com o

residuo R1410 bem como aumento da solubilidade dos compostos.
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Figura 12: Planejamento racional de inibidores p300.
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3. OBJETIVO GERAL

Sintetizar e avaliar o perfil citotdxico de novos derivados planejados a partir do
acido anacéardico saturado, candidatos a inibidores da HAT p300.
3.1. Objetivos Especificos

Compreendem os objetivos especificos:

e Obter o extrato bruto e isolar os derivados fendlicos do LCC,;

e Sintetizar e caracterizar intermediarios e produtos finais;

e Avaliar a atividade citotoxica dos compostos lideres frente a seis
linhagens tumorais: PC3 (carcinoma de prostata), SF295 (glioblastoma),
SW620 (adenocarcinoma de célon), HL60 (leucemia promielocitica), K562
(leucemia mieldide cronica) e HCT116 (carcinoma de cdlon).

e Determinar o indice de citotoxicidade, que significa a
concentracdo dos derivados-alvo, testados nas concentracdes de 25 pg/mL
e 50 yg/mL, que induzam 50% da morte celular (ICso) para a triagem de
células inicialmente avaliadas (HCT116, PC3, SF295).

e Determinar o indice de seletividade dos derivados para as
linhagens de HCT116, HL60, K562, SW620, PC3 e SF295, cujos
percentuais inibitérios por ensaio de citotoxicidade forem maiores ou iguais
a 75%, tendo como controle linhagem nado tumoral de fibroblasto murino
(L929).

e Determinar o potencial hemolitico dos compostos sintetizados em
eritrocitos remanescentes de coleta de sangue para isolamento.

e Estabelecer relacbes entre as estruturas e o perfil de

citotoxicidade avaliado.
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4. ESTRATEGIA SINTETICA

A rota sintética para a obtencao dos derivados-alvo foi estruturada a partir da
exploracdo de procedimentos sintéticos classicos de interconversdo de grupos
funcionais, por exemplo, O-alquilacéo, O-acilacdo, reducdo com hidretos metalicos e
atmosfera de hidrogénio sob catélise, oxidacdo, condensacdo e amindlise, sob
condicBes experimentais a temperatura ambiente, sob refluxo e radiacdo micro-ondas.
As reacdes foram baseadas em metodologias desenvolvidas no laboratério e
adaptacdes da literatura.

Neste sentido, o planejamento sintético foi delineado a partir da mistura de
acidos anacardicos (9) que submetida a hidrogenacéo catalitica com Pd/C levaria ao
acido anacardico saturado (LDT11). Por sua vez, o derivado LDT11 seria submetido
a reacdes de acetilacdo com anidrido acético para a obtencdo do acetilderivado
LDT13, derivado com perfil inibitério para p300. Para a série 1 — derivados com o
grupo hidroximetila (alcool benzilico) — LDT11 seria submetido a reducédo com hidreto
de litio e aluminio fornecendo o intermediario alcool LDT197. A alquilacdo
quimiosseletiva do fenol com bromoacetato de etila levaria ao alfa-oxiéster LDT457.
A hidrolise alcalina de LDT457 levaria ao &cido LDT458, enquanto amindlise com
hidroxilamina forneceria o hidroxamato LDT459. A série 2 — derivados com grupo
carboxila — foi planejada a partir da oxidacao do alcool benzilico de LDT457 ao acido
LDT463, o qual submetido as etapas de hidrolise alcalina e amindlise com
hidroxilamina forneceria os derivados diacido LDT464 e monohidroxamato LDT465.
Por fim a série 3 — derivados com o grupo carbometoxila — foi planejada a partir da
esterificacdo de Fischer do acido LDT11 fornecendo o éster LDT29. Este por sua vez
submetido a alquilagdo com bromoacetato de etila levaria ao alfa-oxiéster LDT457. As
reacOes regiosseletivas de hidrélise alcalina e aminélise com hidroxilamina do diéster
levaria aos respectivos alfa-oxiacido LDT461 e hidroxamato LDT462. O planejamento

sintético para a obtencéo dos derivados-alvos esta descrito no Esquema 1.
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(0]
)J\ (0] W.
0 OH ~_" ﬁ‘/\ o ﬁ‘/\o
CO,H 0 . 0
OH OH 9 5> W = NHOH (LDT459) OH
L» (Massaro et al, 2007)
(Nascente, 2004) _
CqsH3q C15H31 CqsH3q W = OH (LDT458) CqsH3q
LDT13 LDT197 LDT457 (Ferreira, 2014)
f (Santos et al, 1999)
AN ¢ o) w
OH O (Aves, 2015) OH O ~~ Who o) Who o)
0 o 0
OH OH OH —W = NHOH (LDT465) OH
a—> | (Massaro et al, 2007)
(Alves, 2015) L
R C.:H C.=H W = OH (LDT464) C.-H
LDT11 it LDT463 15731 (Ferreira, 2014) it
NN ld (Alves, 2015)
7
RN ™ o w.
; OH O ~ ﬁ(\o o) Y\o o)
7 0 o
o 0~ %> W= NHOH (LDT462) o
Mistura de dcidos anacdrdicos e > (Massaro et al, 2007)
(Nascente, 2004) _
C15H31 CqsH3q h > W=OH (LDT461) Cq5H3q
LDT29 LDT460 (Ferreira, 2014)

a. Pd/C, Hj (60 psi), EtOH; b. Ac,0, H3PO, MO; c. LiAH,, THF, refluxo; d. MeOH, H,S0,, refluxo; e. BrCH,CO,Et, K,CO3, Me,CO; f. CrO3 H,S04; g. NH,OH.HCI, KOH, MeOH; h. LIOH. THF/H,0.

Esquema 1: Estratégia sintética para obtencéo dos derivados-alvo
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Parte Experimental
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiais e Métodos

Os procedimentos experimentais em Sintese Orgéanica foram realizados no
Laboratério de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas (LADETER) da
Universidade Catolica de Brasilia (UCB), e no Laboratorio de Desenvolvimento de
Inovacdes Terapéutica (LDT) da Universidade de Brasilia (UnB) no periodo entre
fevereiro de 2015 e setembro de 2016.

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

As reac0Oes foram realizadas sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente
ou em aquecimento em banho de 6leo. Para as reacdes assistidas por radiacdo micro-
ondas foi utilizado forno de micro-ondas doméstico Brastemp®, modelo
BMK38ABHNA JetDeFrost com capacidade de 38 L e poténcia de 900 W, sem
agitacdo magnética. As reacdes de hidrogenacao catalitica foram realizadas em
aparelho Parr Instrument Company®, série 3910.

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

Os solventes foram evaporados a pressao reduzida utilizando evaporador
rotatério Tecnal® TE-211, conectado a sistema de alto-vacuo com presséao variando
entre 10 e 0,1 mmHg. Os pontos de fusdo, nédo corrigidos, foram determinados em
aparelho digital de fusdo MQAPF302.
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Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H —
300 MHz ou 500 MHz) e de carbono 13 (RMN de 3C — 75 MHz ou 125 MHz) foram
obtidos em aparelho Brucker Avance DRX300 e DRX500 do Centro Nordestino de
Aplicacdo da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), utilizando CDCIs como solvente e tetrametilsilano (TMS)
como referéncia interna. Os valores de deslocamento quimico (8) sao referidos em
parte por milhdo (ppm) em relacéo 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); sinal largo (sl); dupleto (d); tripleto (t);
quarteto (q); quinteto (qgi) e multipleto (m).

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram realizados na Central
Analitica da UCB e foram obtidos por espectrofotdmetro Perkin ElImer Spectrum BX,
utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr) ou na forma de filme liquido em
placa de cloreto de sédio (NaCl). Os valores para as absorc¢des (vmax) s@o referidos
em nameros de ondas, utilizando como unidade o centimetro reciproco (cm).

A Figura 13 apresenta a estrutura Markush e numeragbes padronizadas

visando facilitar a analise dos espectros.

W: H, COCH3, CH,CO,CH,CH3, CH,CO,H, CH,CONHOH

Z: COzH, CO,CH3,CH,0OH
]
2 4 6 8 10 12 14
RIS TN NN
1 3 5 7 9 11 13 15

-

Figura 13: Numeragédo e legendas empregadas no assinalamento de sinais em RMN 'H e de 13C.
Fonte: Préprio autor.
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5.2. Metodologia Sintética e Caracterizacdo dos Compostos

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

acidos anacardicos, principal componente do LCC natural.

5.2.1. Obtenc&o do Acido Anacardico a Partir do LCC Natural

OH (e n=0 /\/\/\/\/\/\/\
8
n=2 NSNS NN
OH 8 1
n=4 /\/\/\/W
8 11 14
CisHa1n n=6 — i

A um baldo de 100 mL foram adicionados 30,00 g de LCC natural, 15,00 g de
Ca(OH)2 — previamente solubilizado em agua (10,0 mL) — e mistura de MeOH (180,0
mL) e &gua destilada (30,0 mL). O sistema reacional permaneceu em refluxo, com
sistema de resfriamento do condensador a 0°C e aquecimento em banho de 6leo a
80°C, sob agitacdo magnética por 3 horas. Apés este periodo a mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e filtrada a vacuo. Os sais dos anacardatos de calcio foram
solubilizados em acetato de etila (150,0 mL) e & mistura, sob banho de agua/gelo e
agitacdo magnética, foi adicionada solucéo de &acido cloridrico a 50% até atingir pH 1.
A fase organica foi lavada com solucéo saturada de cloreto de sddio e seca em sulfato
de sodio anidro. Apdos evaporacao do solvente a pressao reduzida, a mistura de acidos
anacardicos foi purificada em coluna cromatografica tendo gel de silica, eluida com
mistura de hexano e acetato de etila (80%:20%) fornecendo a mistura bruta de acidos
anacardicos em rendimento de 80%. A mistura foi repurificada em coluna de gel de
silica, eluida com gradiente de mistura hexano e acetato de etila (95%:5% a 50%:50%)

fornecendo a mistura desejada em rendimento de 90%.
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5.2.2. Obtenc&o do Derivado Acido 2-Hidréxi-6-pentadecilbenzoéico (LDT11, 1)

OH O OH O
I I
OH H (60 psi), PAIC OH
CisHarn EtOH, ta, 6h CicHar
n=1024¢e6 LDT11 (1)

A um frasco de hidrogenacéo catalitica de 250 mL foram adicionados 5,00 g da
mistura de acidos anacardicos (9) (~14,35 mmol), 0,20 g de catalisador paladio-carvao
a 10% (Pd/C) e etanol (50,0 mL). O sistema de hidrogenacao foi submetido a pressao
de 60 Psi de hidrogénio em reator Paar a temperatura ambiente por 6 horas. Em
seguida, a mistura foi filtrada em funil sinterizado e o solvente evaporado a pressao
reduzida. O residuo foi recristalizado em hexano fornecendo o &acido anacardico
saturado (LDT11,1).

Solido Branco
OH O Rendimento: 90%
RF: 0,48 (Hex80%:AcOE20%)
Ponto de fusdo: 81°C-84°C

CisHaz Férmula Molecular: C22Hss03

OH

Massa molar: 348,519 g/mol

IV (KBr) vmax cm™: 3326 (von); 2954 (vascHs); 2920 (vascHz); 2850 (vscHz); 1610 (vc=0);
1560, 1542, 1498 e 1466 (vc=c); 1287(vasc-0); 1086 (vsc-0).

RMN de H (300 MHz, CDCl3): & 0,89 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,60
(gi, J = 6,6 Hz, 2H, 2); 3,00 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 6,79 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 3"); 6,89 (d,
J=8,0Hz, 1H,5); 7,37 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 4’); 10,72 (s, ArOH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCla): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14); 29,6-30,0 (CHz, 3-12);
32,1 (CH2, 13); 32,2 (CHz, 2): 36,7 (CH2, 1); 110,6 (C, 1'); 116,1 (CH, 3'); 123,0 (CH,
5'); 135,6 (CH, 4’); 148,1 (C, 6'); 163,8 (C, 2'); 176,5 (ArCOzH).
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5.2.3 Obtenc&o do Derivado Acido 2-Acetdxi-6-pentadecilbenzéico (LDT13, 13)

(@]
|
OH O /ko o)
| |
OH AC20, H3PO4 _ OH
M.O (270 W) 3x1"
CisHa1 CisHa1
LDT11 (1) LDT13 (13)

A um erlenmeyer de 50 mL foram adicionados 2,00 g do derivado 1 (5,74 mmol),
1,6 mL de anidrido acético (17,22 mmol) e 6 gotas de acido fosforico. O sistema foi
submetido a radiacdo micro-ondas a poténcia de 30% (270 W) durante 3 minutos. Em
seguida a mistura foi solubilizada em acetato de etila (20,0 mL) e lavada com solugdes
de bicarbonato de sédio a 5% (3 x 15,0 mL), de HCIl a 10% (15,0 mL) e saturada de
cloreto de sddio (15,0 mL). ApGs secagem em sulfato de sodio anidro, o solvente foi
removido a pressao reduzida e o produto purificado em coluna cromatografica de gel
de silica, eluida com gradiente de mistura de hexano e acetato de etila (95%:5% a
60%:40%) fornecendo o derivado LDT13 (13).

(@] Solido Branco

/k Rendimento: 65%
@] (0]

RF: 0,20 (Hex 80%: AcOEt 20%)
OH Ponto de fus&o: 65°C-69°C

Férmula Molecular: C24H3z904
Ci5H31

Massa molar: 390,556 g/mol
IV (KBr) vmax cm™: 2922 (vascHz); 2800 (vschHz); 1714 (vc=0);1460 (vc=c); 1317 (vcHa);
1223 (vasc-0).

RMN de H (500 MHz, CDCl3): & 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,64
(gi, J = 7,5 Hz, 2H, 2); 2,31 (s, 3H, ArOCOCHs); 2,81 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 7,01 (d, J
=8,0 Hz, 1H, 3); 7,17 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 5'); 7,41 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 4").

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 21,1 (ArOCOCHa); 22,9 (CHz, 14);
29,6-29,9 (CHz, 3-12); 31,7 (CH2, 13); 32,1 (CHz, 2): 34,1 (CH2, 1); 120,8 (CH, 3’
124,9 (C, 1’); 127,8 (CH, 5'); 131,6 (CH, 4’); 143,9 (C, 6'); 148,9 (C, 2)); 169,7
(ArOCOCHs3); 172,4 (ArCOzH).
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5.2.4 Obtencéo do Derivado 2-(Hidroximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 14)

LiAlH, (4 eqv), THF, refluxo, 6 horas

BH3.SMe, 1M, THF, 0°C, 3 h
OH (o] OH

1. iBUOCOCITEA, THF, 0°C, 1 h
OH 2. NaBH,, MeOH, 15 horas OH

C1sHs4 1. iBUOCOCI/TEA, THF, 0°C, 1 h C1sHs4

LDT11 (1) 2. NaBH4 H,0, 15 horas LDT197 (14)

LiAlH4 (5 eqv), THF, refluxo, 24 horas

Metodologia 1

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 0,44 g do agente redutor LAH
(11,48 mmol) e THF (10,0 mL). A este, em banho de gelo e agitacdo magnética
branda, foi adicionado, gota a gota, solucdo de 1 — 1,00 g (2,87 mmol) em THF anidro
(30,0 mL) — Apds completa adicao a reacdo submetida a refluxo com aquecimento em
banho de 6leo a temperatura de 76°C e sistema de resfriamento do condensador a
0°C por 6 horas. Apos este periodo, o excesso do agente redutor foi inativado pela
adi¢cdo, gota a gota e em banho de gelo, de metanol. Em seguida foram adicionados
solucdo de NaOH a 10% (2,0 mL) e agua destilada (1,0 mL). Apo6s formacao do
hidréxido de aluminio, a reacao foi acidificada com solu¢éo de HCl a 10% até pH 1. A
mistura foi extraida com acetato de etila (3 x 10,0 mL) e a fase orgéanica lavada com
solucdo saturada de cloreto de sodio (30,0 mL) e seca em sulfato de sodio anidro. O
solvente foi removido a pressao reduzida e o produto da reacéo purificado em coluna
cromatografica de gel de silica, eluida com gradiente de mistura hexano e acetato de
etila (90%:10% a 40%:60) fornecendo o derivado-alvo em rendimento de 20%.

Metodologia 2

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 0,10 g de acido anacéardico (0,29
mmol), 0,6 mL solugdo de borano complexado BH3.S(CHs)2 1M (0,60 mmol) e THF
(2,0 mL). Areacao, em banho de gelo, foi submetida a agitacdo magnética por 3 horas.
Apbs este periodo foram adicionados mais 0,6 mL solugcdo de borano complexado
BH3.S(CHs)2 1M (0,60 mmol), permanecendo sob agitacdo a temperatura ambiente
por 2 horas. Ao término deste periodo foi adicionada agua destilada (1,0 mL) a fim de
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desativar o excesso de hidreto e solugdo de NaOH a 10% (0,5 mL). Em seguida o
meio foi neutralizado com &cido acético, gota a gota, até pH 7.0. A mistura foi extraida
com éter e 0 solvente evaporado a pressao reduzida. Ao residuo foram adicionados
THF (2,0 mL) e solucédo de NaOH a 10% (2,0 mL). A mistura foi submetida & agitacao
magneética por trinta minutos e depois foi adicionado, em banho de gelo, solucao de
peroxido de hidrogénio a 30% (2,0 mL). Ao final do processo, a mistura foi extraida
com éter etilico (2 x 10, 0 mL) e a fase organica lavada com solu¢des de HCI a 10%
(5,0 mL), saturada de cloreto de sédio (5,0 mL) e seca em sulfato de sédio. Apds
evaporacdao do residuo a pressdo ambiente o residuo foi purificacdo em coluna
cromatografica de silica em gel, eluida com gradiente de mistura hexano e acetato de
etila (90%:10% a 40%:60) fornecendo o alcool desejado em rendimento de 20%.

Metodologia 3

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 0,10 g de &cido anacardico (0,29
mmol), 0,09 mL de cloroformato de isobutila (0,72 mmol), 0,15 mL de TEA (1,08 mmol)
e THF (5,0 mL). A reacdo, em banho de gelo, foi submetida a agitacdo magnética
vigorosa por 1 hora. ApGs observacao da formacdo do intermediario anidrido misto
por CCD foi adicionado 0,11 g de NaBHa4 (2,90 mmol), seguido da adicédo de lenta, em
banho de gelo, de metanol (2,0 mL) permanecendo a reagéo por 15 horas. Ao término
deste periodo a reacao foi acidificada com solu¢cédo de HCl a 10% até pH 1 e extraida
com éter (3 x 5,0 mL). A fase organica foi lavada com solucdo concentrada de cloreto
de sédio (2 x 5,0 mL), seca em sulfato de sédio anidro e o solvente removido a presséo
reduzida. O residuo foi purificado em coluna de silica gel, com gradiente de mistura
hexano e acetato de etila (90%:10% a 40%:60) fornecendo o derivado-alvo em

rendimento de 20%.

Metodologia 4

O procedimento realizado na metodologia 3 foi repetido com substituicdo o
metanol por 4gua destilada na etapa de redu¢cdo com boroidreto de sédio. O residuo
foi purificado em coluna de silica gel, com gradiente de mistura hexano e acetato de

etila (90%:10% a 40%:60) fornecendo o derivado-alvo em rendimento de 40%.
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Metodologia 5

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 0,44 g do agente redutor LAH
(11,48 mmol) e THF (10,0 mL). A este, em banho de gelo e agitacdo magnética
branda, foi adicionado, gota a gota, solu¢do de 1 — 1,00 g (2,87 mmol) em THF anidro
(30,0 mL) — ApoGs completa adicao a reacao submetida a refluxo com aquecimento em
banho de 6leo a temperatura de 110°C e sistema de resfriamento do condensador a
0°C por 24 horas. Apos este periodo, o excesso do agente redutor foi inativado pela
adicéo, gota a gota e em banho de gelo, de metanol. Em seguida foram adicionados
solucdo de NaOH a 10% (2,0 mL) e agua destilada (1,0 mL). Apos formacao do
hidroxido de aluminio, a reacéo foi acidificada com solucédo de HCl a 10% até pH 1. A
mistura foi extraida com acetato de etila (3 x 10,0 mL) e a fase orgéanica lavada com
solucédo saturada de cloreto de sodio (30,0 mL) e seca em sulfato de sodio anidro. O
solvente foi removido a pressao reduzida e o produto da reacéo purificado em coluna
cromatografica de gel de silica, eluida com gradiente de mistura hexano e acetato de

etila (90%:10% a 40%:60) fornecendo o derivado-alvo.

Solido Branco

OH Rendimento: 90%
RF: 0,66 (Hex 80%: AcOEt 20%)
Ponto de fusdo: 60°C-62°C

CisH3; Formula Molecular: C22H3s02

OH

Massa molar: 334,535 g/mol

IV (KBr) vmax cm™: 3526 (von); 3190 (vow); 2919 (vascHz); 2852 (vscHz); 1466 (vc=c);
1364 (vchs); 1260 (vasc-0).

RMN de 'H (300 MHz, CDCI3): 8 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,49
(m, 2H, 2); 1,63 (sl, 1H CH20H); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 4,93 (s, 2H, ArCH20H);
6,72 (t,J=8,3Hz,2H,3 e5’); 7,11 (t, J=7,7 Hz, 1H, 4°); 7,48 (sl, ArOH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCla): & 14,1 (CHs, 15); 22,7 (CHz, 14); 29,4-29,7 (CHz, 3-12);
31,8 (CHz, 13); 31,9 (CHz, 2): 33,3 (CHz, 1); 60,2 (ArCH20H); 114,5 (CH, 3'); 121,6
(CH, 5'); 122,6 (C, 1°): 128,9 (CH, 4’); 141,2 (C, 6'); 156,7 (C, 2)).
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5.2.5 Obtencédo do Derivado 2-(2-(Hidroximetil)-3-(pentadecil)fendxiacetato de etila
(LDT457, 15).
o)
OH ~ o

0]
OH OH
BrCHchZEt, K2C03, Kl
Me,CO, t.a, 6h -
C15H31 €2 a CisH31

LDT197 (14) LDT457 (15)
A um baldo (a) de 50 mL foram adicionados 0,25 g do derivado 14 (0,75 mmol),

0,26 g de carbonato de potéssio (1,50 mmol), acetona (5,0 mL) e a mistura submetida
a agitacdo magnética, a temperatura ambiente por 30 minutos. Em outro baléo (b) de
50 mL foram adicionados 0,25 g de iodeto de potassio (1,50 mmol) e 0,12 mL de
bromoacetato de etila (1,13 mmol), e a mistura permaneceu sob agitacdo magnética
a temperatura ambiente por 30 minutos. Ao término dos periodos, a mistura do balédo
a foi adicionada lentamente a mistura do baldo b. A reacdo permaneceu sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 6 horas. Em seguida, o solvente foi removido
a pressao reduzida e a fase organica extraida com diclorometano (15,0 mL), lavada
com solugdes de HCl a 10% (10,0 mL), saturada de cloreto de sodio (10,0 mL) e seca
em sulfato de sédio anidro. O solvente foi removido a pressao reduzida e o produto
purificado por coluna de gel de silica, eluida com hexano e gradiente de mistura
hexano e acetato de etila (60%:40%) fornecendo o éster LDT457 (15).

@\/O Sélido Branco
\”AO Rendimento: 70%
(@]

OH RF: 0,60 (Hex 80%: AcOEt 20%)
Ponto de fusao: 32°C-34°C

CasHa Férmula Molecular: C2sH4204

Massa molar: 420,625 g/mol

IV (KBr) vmax cm™: 3517 (von); 2918 (vascHz); 2855 (vscHz); 1745 (vc=0); 1465 (vc=c);
1393 (vcHz); 1222 (vasc-0).

RMN de H (500 MHz, CDCla): & 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15); 1,26-1,35 (m, 27H, 3-14
e ArOCH2CO2CH2CHa); 1,55 (qi, J = 7,5 Hz, 2H, 2); 2,69 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 4,26 (q,
J = 7,7 Hz, 2H, ArOCH2C02CH2CHs); 4,71 (s, 2H, ArOCH2CO2CH2CHs): 4,78 (s, 2H,
CH20H); 6,67 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 3): 6,85 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 5); 7,16 (t, J = 7,92 Hz,
1H, 4°).
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RMN de 12C (125 MHz, CDCls): 5 14,3 (CHs, 15 e ArOCH2C02CH2CHs): 22,9 (CH2,
14); 29,6-29,9 (CH2, 3-12); 32,2 (CH2, 13); 32,3 (CH2, 2); 33,5 (CH2, 1); 57,2
(ArCH20H); 61,9 (ArOCH2CO2CH2CHs); 65,9 (ArOCH2CO2CH2CHs): 109,8 (CH, 3):
123,8 (CH, 5’); 128,5° (CH, 4’); 128,6* (C, 1’); 143,4 (C, 6’); 157,0 (C, 2'); 169,7
(ArOCH2C02CH2CHs).

5.2.6 Obtencdo do Derivado Acido 2-(2-Hidroximetil-3-pentadecil)fendxiacético
(LDT458, 16).

@) HO
~o_- \[Cl)ﬂo \HAO

(@]
OH LiOH OH
THF/ H,0, Aliquat
CisHzg t.a, 4h Ci5H31
LDT457 (15) LDT458 (16)

A um baldo de 50 mL foram adicionados 0,12 g do derivado 15 (0,29 mmol),
0,05 g de hidroxido de litio (1,14 mmol) — solubilizado em agua destilada (1,0 mL), 4,0
mL de THF e 3 gotas de Aliquat 336. A mistura foi submetida a agitacdo magnética
vigorosa a temperatura ambiente por 4 horas. A reacéo foi acidificada até pH 1 com
solucdo de HCI a 10%, extraida com acetato de etila (3 x 5,0 mL) e a fase orgéanica
lavada com solucao saturada de cloreto de sédio (5,0 mL) e seca em sulfato de sédio
anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e o produto purificado por coluna
de silica gel, eluida com gradiente de mistura cloroformio e etanol (90%:10% a
50%:50%) fornecendo o &cido correspondente LDT458 (16).

Sélido Branco

BO
\”AO Rendimento: 55%

0 on RF: 0,20 (Hex 80%: AcOEt 20%)
Ponto de fusao: 87°C-90°C
CisHz Formula Molecular: C24H4004

Massa molar: 392,572 g/mol
IV (KBr) vmax cm-1: 3365 (von); 2919 (vascHz); 1710 (vc=0); 1238 (vasc-0).

RMN de H (300 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,26-1,31 (m, 24H, 3-14);
1,54 (gi, J = 6,5 Hz, 2H, 2): 2,67 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1): 4,73 (s, 2H, ArOCH2CO2H); 4,82
(s, 2H, ArCH20H); 6,72 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 3'); 6,86 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5'); 7,19 (t, J =
7.9 Hz, 1H, 4).
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RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14); 29,6-29,9 (CHz, 3-12);
32,2 (CH2, 13); 32,4 (CH2, 2); 33,4 (CH2, 1): 57,4 (ArCH20H): 66,3 (ArOCH2CO2H);
110,4 (C, 3'): 124,1 (CH, 5'); 127,4 (C, 1); 129,2 (CH, 4); 143,3 (C, 6); 157,2 (C, 2);
171,3 (ArOCH2CO2H).

5.2.7 Obtencéo do Derivado 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 17).

OH O OH O
|
/
OH MeOH, H,SO, (cat) 0O
C’IF,H_’{L 70 C’ 18 h C1 RHQ‘L
LDT11 (1) LDT29 (17)

A um balédo de 50 mL foram adicionados 0,35 g de 1 (1,00 mmol), metanol (8,0
mL) e H2SO4 (1,5 mL). O sistema reacional permaneceu em refluxo, com sistema de
resfriamento do condensador a 0°C e aquecimento em banho de 6leo a 70°C, sob
agitacdo magnética por 18 h. A mistura foi extraida com diclorometano (3 x 10,0 mL)
e a fase orgénica lavada com solucdo saturada de cloreto de sodio (2 x 10,0 mL) e
seca em sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e
mistura purificada em coluna cromatogréfica de gel de silica, eluida com gradiente de
mistura hexano e acetato de etila (95%:5% a 45%:55%) fornecendo o éster 2-hidroxi-

6-pentadecilbenzoato de metila LDT29 (17).
Sélido branco

Rendimento: 82%

OH ? RF: 0,60 (Hex 80%: ACOEt 20%)
o~ Ponto de fusdo: 37°C-40°C
Formula Molecular: C23HzsOs3
CisHa Massa molar: 362,54 g/mol

IV (KBr) vmax cm™: 3437 (von); 2917 (vascHz); 2923 (vscHz); 1739 (vc=0); 1460 (vc=c);
1223 (vasc-0).

RMN de 1H (300 MHz, CDCls): 8 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,27-1,31 (m, 24H, 3-14);
1,53 (qi, J = 7,1 Hz, 2H, 2); 2,89 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,97 (s, 3H, ArCOOCHz3); 6,72
(d,J=7,5Hz 1H, 3); 6,84 (d, J = 8,28 Hz, 1H, 5); 7,29 (t, J = 8,0 Hz, 1H, 4’); 11,09
(s, 1H, ArOH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14); 29,6-30,1 (CHz, 3-12);
32,2 (CHz, 13); 32,3 (CHz, 2); 36,8 (CH2, 1); 52,3 (ArCOOCH?3); 115,8 (CH, 3°); 122,7
(CH, 5'); 134,4 (CH, 4’); 146,4 (C, 6); 162,8 (C, 2'): 172,2 (ArCOOCH?3).
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5.2.8 Obtencédo do Derivado 2-(2-Carbetoximetoxi)-6-pentadecilbenzoato de metila
(LDT460, 18).

o)
OH C|) ~ O O
o |
o~ o~
BrCH,COEt, K,CO3KI
CisHay Me,CO,ta, 4h CieHay
LDT29 (17) LDT460 (18)

A um baldo de 50 mL foram adicionados 0,18 g de 17 (0,50 mmol), 0,06 mL de
bromoacetato de etila (0,62 mmol), 0,14 g de carbonato de potassio (0,99 mmol) e
acetona (10,0 mL). A mistura foi mantida em agitacdo magnética, a temperatura
ambiente por 4 horas. Apés este periodo, a mistura foi extraida com diclorometano (3
x 10,0 mL) e a fase orgéanica lavada com solu¢des de HCl a 10% (20,0 mL), saturada
de cloreto de sédio (20,0 mL) e seca em sulfato de sddio anidro. O solvente foi
evaporado a presséao reduzida e o produto purificado em coluna cromatografica de gel
de silica, eluida com mistura de hexano e acetato (95%:5%) fornecendo o derivado

LDT460 (18).
Rendimento: 70%

o
N WO C|> RF: 0,60 (Hex 80%: ACOE 20%)
o

o~ Ponto de fusao: 38°C-41°C
Férmula Molecular: C27H440s
Cys5H3y

Massa molar: 448,635 g/mol

Sélido branco

IV (KBr) vmax cm™: 2920 (vascHz); 1754 (vc=0); 1642 (vc=0); 1564 (vc=c) 1222 (vsc-0);
1113 (vasc-0).

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): & 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15); 1,25-1,29 (m, 27H, 3-14
e ArOCH2CO2CH2CHa); 1,57 (qi, J = 7,2 Hz, 2H, 2): 2,56 (t, J = 7,9 Hz, 2H, 1); 3,91 (s,
3H, ArCO:CHa); 4,24 (g, J = 7,1 Hz, 2H, ArOCH2CO2CH2CHs); 4,61 (s, 2H,
ArOCH2CO2CH2CH3); 6,65 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3'); 6,86 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 5); 7,25 (t,
J=8,0 Hz, 1H, 4").

RMN de 13C (125 MHz, CDCla): & 14,3 (2CHa, 15 e ArOCH2C02CH2CHs); 22,8 (CHa,
14); 29.6-29,9 (CHaz, 3-12); 31,3 (CHa2 13); 32,1 (CHz, 2); 33,6 (CHz, 1); 52,3
(ArCO2CHs); 61,5 (ArOCH2CO2CH2CHs); 66,5 (ArOCH2CO2CH2CHa): 110,0 (CH, 3');
122,6 (CH, 5'); 124,4 (C, 1'); 130,3 (CH, 4'); 142.1 (C, 6'); 1549 (C, 2'); 168,6°
(ArCO2CHs3); 168,7° (ArOCH2C02CH2CH?3);
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5.2.9 Obtencdo do Derivado Acido 2-(2-(Carbometdxi)-3-pentadecilfendxiacético
(LDT461, 19).

o) HO
o~ o o jlﬂo o)
|

O - o e
O LiOH _ ©
THF/H,0, Aliquat
CisHz1 ta 4h CisHaz1
LDT460 (18) LDT461 (19)

A um baldo de 25 mL foram adicionados 0,10 g de 18 (0,22 mmol), THF (4,0
mL), 0,04 g de LiOH (0,89 mmol) — solubilizado em agua destilada (1,0 mL) e 3 gotas
de Aliguat 336. A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
por 4 horas. Ao final deste periodo, a solucdo foi com solucédo de HCl a 10% até pH
1. A mistura foi extraida com acetato de etila (5,0 mL) e a fase organica lavada com
solucdo concentrada de cloreto de sédio (5,0 mL) e seca em sulfato de sédio anidro.
O solvente foi evaporado a pressao reduzida e o produto purificado em coluna de gel
de silica, eluida com diclorometano e gradiente de mistura diclorometano e cloroférmio
(30%:70%) fornecendo o derivado LDT461 (19).

Sélido branco

HO\HAO o Rendimento: 80%
o | P RF: 0,20 (Hex 80%: AcOEt 20%)
o Ponto de fus&o: 86°C-88°C
CycHay Formula Molecular: C2sH400s

Massa molar: 420,582 g/mol
IV (KBr) vmax cm™: 3422 (vow); 2920 (vascHz); 1735( ve=0); 1623 (vc=0); 1261 (vsc-0);
1106 (vasc-0).
RMN de H (300 MHz, CDCl): & 0,88 (t, J = 6,4 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,56
(i, J=7,2Hz, 2H, 2); 2,62 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,95 (s, 3H, ArCO2CH?3); 4,71 (s, 2H,
ArOCH2CO2H); 6,75 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3°); 6,93 (d, J = 7,7 Hz, 1H,5’); 7,31 (t, J = 8,0
Hz, 1H, 4°).

RMN de 13C (75MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH2, 14); 29,6-29,9 (CHz, 3-12);
31,5 (CHz, 2); 34,1 (CHz, 1); 52,7 (ArCO2CHs); 67,0 (ArOCH2CO2H); 111,1 (CH, 3');
123,2 (C, 1'); 124,2 (CH, 5); 131,4 (CH, 4’); 143,3 (C, 6); 1554 (C, 2'); 169,3
(ArCO2CH3); 171,0 (ArOCH2COOH).
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5.2.10 Obtencdo do Derivado 2-(Hidréxicarbamoilmetoxi)-6-pentadecilbenzoato de
metila (LDT462, 21).

‘ 3
0 N
~~ wo 0 HO~ jlﬂo 0
O - 9 -

O NH,OH. HCI, KOH _ Y

MeOH, t.a, 26h
CisH31 CisHa1

LDT460 (18) LDT462 (21)

A um baldo de 25 mL foram adicionados, em banho de gelo, 0,10 g de hidroxido
de potassio (1,78 mmol) e metanol (3,0 mL) até completa solubilizacdo. Em seguida,
a solucéo foi adicionado 0,12 g de cloridrato de hidroxilamina (1,78 mmol) e a reagéo
permaneceu sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente por 2 horas. Apos este
periodo, a mistura foi filtrada para um baldo de 25 mL que continha 0,10 g do derivado
18 (0,22 mmol), 0,02 g de cloridrato de hidroxilamina (0,22 mmol) e metanol (1,0 mL).
A mistura permaneceu sob agitacdo magnética vigorosa, a temperatura ambiente por
24 horas. Apos este periodo, a reagdo foi submetida a aquecimento em banho de 6leo
a 50°C por 2 horas. Em seguida, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida, a
mistura extraida com acetato de etila (3 x 4,0 mL), e a fase organica lavada com
solucdes de HCI a 10% (4,0 mL), saturada de cloreto de sodio (4,0 mL) e seca em
sulfato de sddio anidro. O solvente foi evaporado a pressdo reduzida e o produto
purificado em coluna de gel de silica eluida com gradiente de mistura hexano e acetato
de etila (95%:5% a 30%:70%) fornecendo o derivado LDT462 (21).

Sélido branco

T
HO/NﬁlﬂO 0 Rendimento: 41%
0 P RF: 0,26 (Hex50%: AcOEt 50%)

o Ponto de fusdo: 71°C-73°C
CisHs1 Férmula Molecular: C2sH41NOs

Massa molar: 435,605 g/mol

IV (KBr) vmax cm1: 3337 (vNH); 2921 (vascHz); 2855 (vscH2); 1710 (vc=0); 1264 (vsc-o0);
1091 (vasc-0).

RMN de H (500 MHz, CDCl): & 0,88 (t, J = 6,3 Hz, 3H, 15); 1,26 (m, 24H, 3-14); 1,56
(m, 2H, 2); 2,61 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 3,96 (s, 3H, ArCO2CHz): 4,73 (s, 2H,
ArOCH2CONHOH): 6,77 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 3'); 6,92 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 5°); 7,30 (t, J
= 8,04 Hz, 1H, 4’); 10,22 (s, 1H, NHOH).
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RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHa, 15); 22,9 (CH2, 14); 29,5-29,9 (CHz, 3-
12); 31,5 (CHz, 13); 32,2 (CH2, 2): 34,2 (CHz 1); 52,8 (ArCO2CHs); 67,3
(ArOCH2CONHOH): 110,8 (CH, 3); 123,0 (C, 1'); 123,9 (CH, 5); 131,5 (CH, 4); 143,3
(C, 6); 154,9 (C, 2'): 165,1 (ArOCH2CONHOH): 169,3 (ArCO2CHs).

5.2.11 Obtencdo do Derivado Acido 2-(2-Carbetdximetoxi)-6-pentadecilbenzéico
(LDT463, 22).

o 0
\/\QAO \/\[fo o)

OH 1.PCC, DCM séco - OH
2.NaClO,, NaH,PO,. H,0
CisH31 DMSO, DCM, 16 h CisH31

LDT457 (15) LDT463 (22)

Etapa 1 — Obtencéo do intermediario aldeido

A um baldo de 50 mL foram adicionados 0,20 g do derivado 15 (0,48 mmol) e
diclorometano anidro (8,0 mL). A solucdo, sob agitacdo magnética e resfriada em
banho de gelo, foi adicionado 0,31 g de clorocromato de piridinio (PCC) (1,43 mmol)
e areacdo permaneceu em agitacao magnética e banho de gelo por 2 horas. A mistura
reacional foi filtrada em coluna de silica gel montada com diclorometano e sulfato de
magnésio e o solvente evaporado a pressdo reduzida fornecendo o formil-
intermediario.

Etapa 2 — Obtencgé&o do &cido carboxilico

Em um baldo de 50 mL foi adicionado o aldeido obtido na etapa anterior e
diclorometano anidro (10,0 mL). A solucdo, em banho de gelo, foi adicionado
dimetilsulféxido (DMSO) (2,0 mL). Ap6s 5 minutos foram adicionadas solucdo de
clorito de sédio 1M (5,0 mL), seguida da adicéo lenta de solugdo de monofosfato de
sédio 1M (5,0 mL). A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 18 horas. A mistura foi extraida com acetato de etila (3 x 5,0 mL), a fase
organica lavada com solucdes de HCl a 10% (5,0 mL), concentrada de cloreto de sédio
(5,0 mL) e seca em sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado a presséo
reduzida e o residuo purificado em coluna de gel de silica eluida com gradiente de
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mistura hexano e acetato de etila (95%:5% a 40%:60%) fornecendo o derivado

LDT463 (22). Sélido branco

(@) .
@\/ | e} e} Rendimento: 80%
O | OH RF: 0,22 (Hex 80%: AcoEt
20%)
Cys5H3 Ponto de fusdo: 74°C-76°C

Formula Molecular: CosHa>0s

IV (KBr) vmax cm™: 3292 (von); 2921 (vascHz); 1720 (vc=0); 1597(vc=0) 1243 (vasc-o);
1109 (vsc-0).

RMN de H (300 MHz, CDCls): & 0,82 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,20-1,26 (m, 27H, 3-14
e ArOCH2CO2CH2CHa): 1,53 (qi, J = 7,5 Hz, 2H, 2): 2,71 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 4,20 (q,
J =7,1 Hz, 2H, ArOCH2CO2CH2CH3): 4,74 (s, 2H, ArOCH2CO2CH2CH?3); 6,72 (d, J =
8,2 Hz, 1H, 3): 6,90 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5); 7,23 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 4").

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15); 14,3 (ArOCH2CO2CH2CHs); 22,9 (CHz,
14); 29,5-29,9 (CH2, 3-12); 31,7 (CH2, 13); 32,1 (CHz, 2); 33,9 (CH2, 1); 62,6
(ArOCH2C02CH2CHs); 66,6 (ArOCH2CO2CH2CHa); 110,9 (CH, 3'); 123,9 (C, 1°); 124,6
(CH, 5'); 131,1 (CH, 4'); 144.6 (C, 6'); 155,0 (C, 2'); 168,2 (ArOCH2C02CH2CHs); 170,9
(ArCO2H).

5.2.12 Obtencao do Derivado N-Hidroxi-2-(2-(hidroximetil)-3-
pentadecilfendxiacetamida (LDT459, 23).

|
o N
~ \HAO HO~ jlﬂo
O O
OH  NH,0H. HCI, KOH _

MeCOH, t.a, 48h
C15H31 C15H31

LDT457 (15) LDT459 (23)
A um baldo de 25 mL, em banho de gelo, foram adicionados 0,11 g de hidr6xido

OH

de potassio (1,90 mmol) em metanol (3,0 mL) que permaneceu sob agitacdo
magneética até completa solubilizacdo. Em seguida foi adicionado 0,12 g de cloridrato

de hidroxilamina (1,90 mmol) e a reacdo permaneceu sob agitacdo magnética a
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temperatura ambiente por 2 horas. Ao final deste tempo a mistura foi filtrada para outro
baldo de 25 mL que continha 0,10 g de 15 (0,24 mmol), 0,02 g de cloridrato de
hidroxilamina (0,24 mmol) e metanol (1,0 mL). A reacdo foi submetida a agitacéo
magnética vigorosa a temperatura ambiente por 48 horas. ApOs este periodo, o
solvente foi evaporado a presséo reduzida, o residuo extraido com acetato de etila (3
x 4,0 mL) e a fase organica lavada com solucdes de HCl a 10% (4,0 mL), saturada de
cloreto de sadio (4,0 mL) e seca em sulfato de sédio anidro. O solvente foi evaporado
a pressao reduzida e o produto purificado em coluna de gel de silica, eluida em
gradiente de mistura hexano e acetato de etila (95%:5% a 10%:90%) fornecendo o
derivado-alvo LDT459 (23).

Sdlido alaranjado

H
N
HO— W\AO Rendimento: 40%
O

RF: 0,33 (ACOEt100%)
o Ponto de fuséo: 53°C-56°C
CisHaz Formula Molecular: C2sHa1NO4
Massa molar: 407,595 g/mol

IV (KBr) vmax cm™: 3211 (vnH); 2918 (vascHz); 1666 (vc=0); 1264 (vasc-o); 1088
(vsc-0), 997 (VN-0).

RMN de *H (500 MHz, DMSO): 5 0,84 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15); 1,23-1,28 (sl, 24H,
3-14); 1,50 (m, 2H, 2); 2,63 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1); 4,52 (s, 2H, ArOCH2CONHOH): 4,94
(s, 2H, ArCH>OH); 6,80 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 3'); 7,14 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 4°); 8,9 (s, 1H,
ArOCH2CONHOH): 10,7 (s, 1H, ArOCH2CONHOH).

RMN de 3C (125 MHz, DMSO): & 13,9 (CHs, 15); 22,1 (CHz, 14); 28,7-29,3
(CHz, 3-12); 31,4 (CHz, 2); 32,2 (CHz, 13); 54,1 (ArCH20H); 66,6 (ArOCH2CONHOH);
110,0 (CH, 3'); 122,5 (CH, 5'); 127,9 (C, 1'); 128,2 (CH, 4); 142,9 (C, 6'); 156,4 (C, 2');
164,8 (ArOCH2CONHOH).
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5.2.13 Obtencdo do Derivado Acido 2-(Carboximetoxi)-6-pentadecilbenzdico
(LDT464, 24).

O HO
YR T3S

@]
OH LiOH OH
THF/ H,0, Aliquat
CisHa; t.a, 4h CisHas
LDT463 (22) LDT464 (24)

A um baldo de 25 mL foram adicionados 0,10 g do derivado 22 (0,21 mmol),
THF (4,0 mL) e 0,04 g de LiOH (0,83 mmol) — previamente solubilizado em agua
destilada (1,0 mL) — e 3 gotas de Aliquat 336. A reacdo permaneceu sob agitacao
magneética, a temperatura ambiente, por 4 horas. Ao término deste periodo o meio
reacional foi acidificado a pH 1 pela adi¢cdo de com solucéo de HCl a 10%. Em seguida,
a mistura foi extraida com acetato de etila (5,0 mL) e a fase orgéanica lavada com
solucéo concentrada de cloreto de sédio (5,0 mL) e seca em sulfato de sddio anidro.
O solvente foi removido a pressao reduzida e o produto purificado em coluna de gel
de silica, eluida com gradiente de mistura de cloroférmio e metanol (90%:10% a
40%:60%), fornecendo o derivado-alvo LDT464 (24).

Solido amarelo

HHO\HAO (|3 Rendimento: 60%

o) RF: 0,30 (AcOEt 100%)
OH
Ponto de fuséo: 59°C-62°C
CisH3a1 Formula Molecular: C24HzsO0s

Massa molar: 406,563 g/mol

IV (KBr) vmax cm™: 2922 (vascHz); 2595 (von); 1725 (vc=0); 1615 (vc=0) 1308 (vasc-0);
1103 (VsC-O).

RMN de H (500 MHz, DMSO): & 0,84 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15); 1,22 (m, 24H, 3-14); 1,52
(M, 2H, 2); 4,64 (s, 2H, ArOCH2CO2H): 6,75 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 3'); 6,83 (d, J = 7,6 Hz,
1H, 5'); 7,2 (t, I = 7,9 Hz, 1H, 4").

RMN de 13C (125 MHz, DMSO): & 13,9 (CHs, 15); 22,1 (CHz, 14); 28,7-29,0 (CH2, 3-
12); 30,7 (CH2, 2); 31,3 (CHz, 13); 32,7 (CHz, 1); 65,4 (ArOCH2CO2H); 109,9 (CH, 3');
121,7 (CH, 5'); 1253 (C, 1); 129,4 (CH, 4); 139,9 (C, 6'); 154,0 (C, 2'); 168,7
(ArOCH2CO2H): 170,1 (ArCO2H).
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5.2.14 Obtencao do Derivado Acido 2-(Hidroxicarbamoilmetoxi)-6-pentadecilbenzéico

(LDT465, 25).

' i
@) N
~ ﬁho o) HO~ Who o)
@) o) |
OH  NH,OH. HCI, KOH _ OH

MeOH, t.a, 48h
C15H31 C15H31

LDT463 (22) LDT465 (25)
A um baldo de 25 mL, resfriado em banho de gelo foram adicionados 0,30 g de

hidroxido de potéassio (5,38 mmol) e metanol (3,0 mL), sob agitacdo magnética até
completa solubilizagdo da base. Em seguida foram adicionados 0,35 g de cloridrato
de hidroxilamina (5,38 mmol) permanecendo a mistura sob agitacdo a temperatura
ambiente por 2 horas. Ao final deste periodo a mistura foi filtrada a outro baldo de 25
mL que continha 0,13 g do derivado LDT463 (22) (0,30 mmol), 0,02 g de cloridrato de
hidroxilamina (0,30 mmol) e metanol (1,0 mL). A reacdo permaneceu sob agitacéo
magneética vigorosa a temperatura ambiente por 48 horas. ApOs este periodo o
solvente foi removido a presséao reduzida, o residuo extraido com acetato de etila (3 x
4,0 mL), e a fase organica lavada com solu¢des de HCl a 10% (4,0 mL) e saturada de
cloreto de sddio (4,0 mL), e seca em sulfato de sédio anidro. O solvente foi evaporado
a pressédo reduzida e o produto purificado em coluna de gel de silica, eluida com
gradiente de mistura cloroférmio e metanol (90%:10% a 50%:50%) fornecendo o
derivado-alvo LDT465 (25).

Soélido avermelhado
N Rendimento: 60%
HO~~ WIAO C|) RF: 0,26 (ACOEt100%)
O - Ponto de fus&io: 69°C-72°C
Formula Molecular: C24H39NOs

H
|

CisHz1 Massa molar: 421,578 a/mol

IV (KBr) vmax cm: 3370 (vnH); 2919 (vaschHz); 1690 (vc=0); 1279 (vasc-0); 1094 (vsc-0).

RMN de H (500 MHz, DMSO): & 0,85 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15): 1,22 (m, 24H, 3-14): 1,51
(sl, 2H, 2); 2,52 (t, J = 10,7 Hz, 2H, 1); 4,50 (s, 2H, ArOCH2CONHOH): 6,87 (d, J = 7,8
Hz, 1H, 3); 7,26 (t, J = 9,3Hz, 1H, 4’); 9,07 (s, 1H, ArOCH2CONHOH): 10,6 (s, 1H,
ArOCH2CONHOH).
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RMN de 13C (125 MHz, DMSO): & 13,9 (CHs, 15); 22,1 (CHz, 14); 28,7-29,1 (CH2, 3-
12); 30,8 (CHz, 2); 31,3 (CHz, 13); 32,7 (CHz, 1); 66,5 (ArOCH2CONHOH); 110,3 (CH,
3); 122,2 (CH, 5'); 125,2 (C, 1°); 129,8 (CH, 4); 140,2 (C, 6'); 154,2 (C, 2'); 164,4
(CH2CONHOH); 168,7 (ArCO2H).

5.2.15 Obtencéo do derivado éster metil 7-(fenilcarbamoil)heptanoato para sintese
do SAHA (20).

@) @) ) @)
CH3OMMCI Anilina, DCM séco CH30 H

TEA, t.a, 5h 2

A um baldo de 10,0 mL, resfriado em banho de gelo, foram adicionados 0,12
mL de anilina previamente destilada (1,4 mmol) e diclorometano (3,0 mL), séco em
hidreto de célcio e previamente destilado. Em seguida foi adicionado 0,1 mL de cloreto
de 8-carbometdxiioctanoila (0,70 mmol). A reacdo permaneceu sob a agitacédo
magnética vigorosa, a temperatura ambiente, por 2 horas. Em seguida foi adicionado
aproximadamente 0,1 mL de trietilamina (0,70 mmol) e a reacdo permaneceu sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente por mais 3 horas. A mistura foi extraida
com diclorometano (4,0 mL) e a fase orgéanica foi lavada em solugbes de HCl a 10%
(4,0 mL) e saturada de cloreto de sodio (4,0 mL); e seca em sulfato de sédio anidro.
O solvente foi evaporado a presséao reduzida e o residuo purificado em coluna de gel
de silica, eluida com gradiente de mistura de hexano e acetato de etila (95%:5% a
40%:60%) fornecendo o derivado-alvo em rendimento de 80%.

RMN de IH (500 MHz, CDCls): & 1,39 (s, 4H, 4 e 5); 1,64 (qi, J = 6,7 Hz, 2H,
6): 1,74 (sl, 2H, 3); 2,32 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 2); 2,35 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 7): 3,67 (s, 3H,
CO2CHa): 7,10 (t, J = 7,0 Hz, 1H, 4’); 7,23 (s, 1H, AINHCO); 7,32 (t, J = 7,4Hz, 2H, 3’
e5): 7,57 (d, J=7,6 Hz, 2H, 2’ e 6).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 24,9 (CHz, 3); 25,5 (CHz, 6); 28,9 (2CHz, 4 €
5); 34,1 (CH2, 2); 37,8 (CHz, 7); 51,7 (CO2CHs); 119,9 (CH, 2’ e 6'); 124,4 (CH, 4');
129,2 (CH, 3’ e 5'); 171,4 (ArNHCO); 171,2 (CO2CHs3).
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5.2.16 Obtencéo do Derivado N-Hidroxi-N-fenil-octanediamida (SAHA)

(|) ? /@ NH,OH. HOILKOH_ w /@
CHaowm MeOH, 40°C, 3h \H , ﬁ

A um baldo de 10 mL foram adicionados 0,73 g de hidréxido de potassio (13,09
mmol) e metanol (4,0 mL) permanecendo sob agitacdo magnética até total
solubilizacdo da base. Em seguida, 0,84 g de cloridrato de hidroxilamina (~13,0932
mmol) foi adicionado e a reagdo submetida a agitacdo vigorosa, a temperatura
ambiente por 1 hora. Apés este periodo, a reacao foi aquecida em banho de dleo a
40°C por mais 2 horas. Apés o término deste periodo da reacgéo foi resfriada em banho
de gelo seguida de filtracdo para outro baldo. Contendo 0,19 g do derivado 7-
fenilcarbamoileptanoato de metila e a reacdo permaneceu sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por mais 2 horas. O solvente evaporado a pressao reduzida e
a mistura extraida com acetato de etila (3 x 4,0 mL). A fase orgéanica foi lavada com
solucdes de HCIl a 10% (4,0 mL) e saturada de cloreto de sodio (4,0 mL); e seca em
sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado a pressdo reduzida e o produto
purificado em coluna de gel de silica eluida com gradiente de mistura cloroférmio e
etanol (95%:5% a 0%:100) fornecendo o derivado SAHA (20).

Sdlido laranja

o o Rendimento: 20%
HO W /@ RF: 0,36 (CHCls 80%: EtOH 20%)
N 5 N

Ponto de fusdo: 159°C-160°C
Formula Molecular: C1aH20N203

Massa molar: 264,32 g/mol
RMN de H (300 MHz, DMSO): & 1,26 (s, 4H, 4 e 5); 1,46 (qi, 4H, 3 e 6); 1,93 (t, J =
7,3 Hz, 2H, 2); 2,28 (t, J=7,4 Hz, 2H, 7); 7,00 (t, J = 7,4 Hz, 1H,4’); 7,27 (1, J = 7,8
Hz, 2H, 3’ e 5); 7,57 (d, J = 7,7 Hz, 2H, 2’ e 6’); 8,64 (s, 1H, ArNHCO); 9,83 (s, 1H,
CONHOH); 10,32 (s, 1H, CONHOH).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO): & 24,9 (2CHz, 3 e 6); 28,3 (2CHz, 4 e 5); 32,2 (CHa, 2);
36,3 (CHz, 7); 119,0 (CH, 2’ e 6"); 122,9 (CH, 4’); 128,6 (CH, 3’ e 5'); 139,3 (C,1’); 169,
2 (CONHOH); 171, 2 (ArNHCO).

MS (M+H)* calculado: 265,15; MS (M+H)* experimental: 265,14
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Figura 14: Derivados-alvo a partir do acido anacérdico. Fonte: Préprio autor.
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5.3. Avaliacao Bioldgica in vitro

5.3.1 Avaliacdo do Potencial Citotoxico por Ensaio de MTT

O ensaio de citotoxicidade por MTT € um ensaio colorimétrico, que analisa a
viabilidade celular, por meio da reducdo enzimatica mitocondrial do MTT para
formazan, quando exposto em células viaveis. A reducdo acarreta em alteracdo da
cor do meio. Esta avaliacdo permite a determinacdo da porcentagem de células
cancerigenas viaveis apos serem incubadas com os compostos de interesse. E um
método rapido, preciso e simples.

As amostras foram previamente diluidas em DMSO estéril (diluente padrdo no
experimento), na concentracao estoque de 10,0 mg/mL e testadas nas concentracdes
Gnicas de 25,0 ug/mL e 50,0 uyg/mL. Com excecédo do SAHA, os demais derivados
foram testados em linhagens de PC3 (carcinoma de préstata), HCT-116 (carcinoma
colorretal) e SF295 (glioblastoma).

As células foram plagueadas nas concentragdes de 0,7 x 10° para a linhagem
de HCT-116 e 0,1 x 108 para as demais linhagens. As amostras foram diluidas em
série, em fator de diluicdo dois. As placas foram posteriormente incubadas com os
compostos por 72 h em estufa, na temperatura de 37°C e 5% de COx.

Em seguida as células foram centrifugadas e retirou-se o sobrenadante.
Posteriormente foi adicionado 150,0 uL da solugao de MTT (sal de tetrazolium), e as
placas foram incubadas novamente por 3 horas, nas mesmas condi¢cdes de incubacéo
utilizadas anteriormente. A absorbancia foi lida ap6s dissolucédo do precipitado de
formazan com 150,0 yL de DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595 nm.

Na triagem inicial dos compostos, denominada ensaio de concentra¢ao unica,
os dados foram analisados segundo a média e desvio padrdo. Os compostos foram
comparados ao controle negativo, que foram as células com meio néo tratado. No
ensaio por MTT, a linhagem néo tumoral utilizada neste ensaio foi a de fibroblasto
murino L929, cujos valores permitiram posteriormente a determinacdo do indice de
seletividade dos compostos. Estes resultados s&o calculados por quantificacédo

relativa, onde 100% sera a média do crescimento da célula controle.
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Foram realizados pelo menos trés experimentos por composto, em duplicata
cada um deles. Com a obtencéo de trés valores que entram no intervalo de confianca
um do outro, estes dados foram normalizados. Os compostos que apresentaram
percentual inibitorio maior que 75% em pelo menos duas das trés linhagens avaliadas,
na concentracao unica de 25 ug/mL, foram selecionados para a determinacéo do ICso
(capacidade de reduzir a populacao de células na metade). Para a determinacéo do
ICso foi feita curva de diluicdo seriada das substancias analisadas ap0s exposi¢ao nas
linhagens tumorais avaliadas. O calculo para determinacdo do ICso € feito por
normalizacdo a partir do controle, seguido de curva de regressdo nao linear, no
intervalo de confianca de 95% (margem de seguranca que o valor de ICso pode estar).
As linhagens foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido
cultivadas em RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiéticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO..

5.3.2 Determinacao do indice de Seletividade

O indice de seletividade de um composto é a razdo entre os valores de ICso
da substancia em célula ndo cancerigena, no qual foi utilizada a linhagem nao tumoral
de fibroblasto murino (L929) e os valores de ICso da substancia em linhagens
cancerigenas, em que foram utilizadas as linhagens tumorais de HCT116, HL60,
K562, SW620, PC3 e SF295.

5.3.3 Determinacao do Potencial Hemolitico

Para o ensaio de potencial hemolitico, os eritr6citos humanos foram lavados e
ressuspendidos com solucado salina para se obter uma suspensédo de células a 2%.
As células foram plagueadas em placas de 96 pocos e 0os compostos testes foram
adicionados na concentragao de 200 ug/mL. O Triton X-100 (1%) foi utilizado como
controle positivo e para controle negativo na mesma concentracdo de DMSO (200
pMg/mL). Apds 1 hora de incubacgéo e sob agitacdo constante a temperatura ambiente
em torno de 26 °C, as placas foram centrifugadas (3000 rpm/10 min) e o sobrenadante
foi analisado em espectrofotbmetro de placa a 540 nm, em leitor de Elisa, para a
quantificacdo da hemoglobina liberada.
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6. Resultados e Discussao
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

O planejamento sintético propds a obtencdo de novas moléculas candidatas a
inibidores de histona acetiltransferases (HAT) p300 a partir do acido anacéardico. As
metodologias empregadas compreenderam procedimentos classicos de converséao de
grupos funcionais, tais como, hidrogenacdo catalitica com Pd/C, acetilagdo em
aguecimento assistido por radiacdo micro-ondas, reducdo com LiAlH4, esterificacéo
de Fischer, O-alquilacdo com bromoacetato de etila, hidrolise alcalina de ésteres,
oxidacdo de alcoois com clorocromato de piridinio, oxidacéo de aldeidos com solucéo
de hipoclorito de s6dio e monofosfato de s6dio em DMSO e obtenc¢éo dos derivados
hidroxdmicos via amindlise com hidroxilamina em condi¢cdes experimentais a
temperatura ambiente ou sob aguecimento brando em banho de 6leo

Os compostos foram caracterizados por métodos espectroscopicos de andlise
regido do infravermelho (IV), RMN de 'H e de *C e espectrometria de massas. As
caracteristicas fisico-quimicas PSA, logS, logP, logD e pKa foram calculadas no
programa Percepta/ACD Labs, versédo 2014.

6.1.1 Obtenc&o da Mistura de Acidos Anacardicos (9)

OH o] n=0 NN NN TN TN
8
n=2 /\/\/\/W
OH 8 1
n=4 /\/\/VZW\
8 11 14
C15H31-n n==6 W/—

A mistura de &cidos anacardicos foi obtida como 6leo castanho claro a partir do
LCC natural, via complexacdo com hidroxido de célcio, em rendimento de 70%.
Embora ndo submetida a analise por métodos espectroscopicos, a mistura foi
caracterizada por cromatografia de camada delgada apresentando Unica mancha
violeta com Rf 0,48 (Hex80%:AcOEt 20%). A metodologia mostrou-se eficiente e
limpa: eficiente devido a habilidade da subunidade salicilica — exclusiva dos acidos

anacardicos dentre os compostos do LCC — de complexar-se com ions metélicos
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divalentes; e limpa em virtude da técnica anteriormente realizada, a qual baseava-se

na precipitacdo com hidréxido de chumbo.

6.1.2 Obtenc&o do Acido Anacéardico Saturado (LDT11, 1)

OH ﬁ OH O
|
@\AOH H, (60 psi), Pd/C @OH
e
CisHarn EtOH, t.a, 6 h CreHar
n=0,24e6 LDT11 (1)

O é&cido anacérdico saturado foi obtido a partir da hidrogenacéo da mistura de
acidos anacardicos com atmosfera de hidrogénio a 60 psi e catalise de Pd/C 10% em
etanol. Apds purificacdo por cromatografia em coluna de gel de silica LDT11 foi
recristalizado em hexano fornecendo solido branco floculoso em rendimento de 90%.
O derivado foi caracterizado por meio da mudanca de estado fisico e ponto de fuséo
compativel com a literatura (81-84°C).

Na analise espectroscopica por RMN o grupo metila foi evidenciado como
tripleto em 0,89 ppm em RMN de 'H (Anexo 2, pag. 104) e 14,3 ppm em RMN de 3C
(Anexo 5, pag. 107). Os hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica foram assinalados
como multipleto em 1,26 ppm para Cs3-Ci4; quinteto que varia entre 1,60 ppm
correspondente aos hidrogénios Cz; e tripleto em 3,00 ppm referente aos hidrogénios
Ci. A hidroxila fenolica, em ligacdo de hidrogénio intramolecular com o grupo
carboxila, foi evidenciada como simpleto em 10,72 ppm. A cadeia saturada de LDT11
(1) foi confirmada pelos sinais observados entre 22,9 a 36,7 ppm referentes aos
carbonos C2-C14 no espectro de RMN de 3C. Os sinais entre 6,78 ppm e 7,40 ppm no
espectro de RMN de 'H demonstram a presenca de hidrogénios aromaticos,
identificados como dupletos para os hidrogénios 3’ e 5’; e tripleto para 4. O nucleo
aromatico foi ainda evidenciado pelos deslocamentos quimicos entre 110,6 a 163,8
ppm no espectro de RMN de 3C. O grupo carboxila foi identificado por deslocamento
quimico em 176,5 ppm (RMN de *3C) e pela presenca de absorcdo em 1657 cm™ na

regiao do infravermelho (Anexo 1, pag. 103).
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Figura 15: Espectros de RMN 'H e RMN de 13C do LDT11 (1).
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6.1.2 Obtenc&o do Derivado Acido 2-Acetdxi-6 pentadecilbenzoico (LDT13, 13)

O

|
OH O /Lo o)

| |
OH Ac0,HPO, OH
M.O (270 W) 3x1"
CigHas C

15H31

LDT11 (1) LDT13 (13)
LDT11 (1) foi submetido a reacdo de acetilagdo com anidrido acético catalisada

por acido fosforico sob assisténcia de radiacdo micro-ondas em forno domeéstico
segundo metodologia de Alves (2015). Apds purificagcdo em coluna de gel de silica
eluida com mistura de hexano e acetato de etila em diferentes concentracgées, 13 foi
obtido como sélido branco, caracterizado em CCD com Unica mancha com Rf 0,20
(Hex 80%:AcOEt 20%) em rendimento de 65%. A presenca da metila grupo acetila foi
evidenciada por simpleto em 2,31 ppm (RMN de H, Anexo 7, pag. 109), corroborado
pelo deslocamento quimico em 21,1 ppm. No espectro de RMN de 3C, a carbonila do
éster foi evidenciada em 169,6 ppm (Anexo 10, p4g.112), enquanto que O grupo
carboxila foi identificado em 172,1 ppm. No espectro na regidao do infravermelho foi
observada banda larga com sobreposicdo em 1714 cm* (Anexo 6, pag. 108), referente
a presenca das carbonilas dos grupos acetila e carboxila, o que contribuiu para a
caracterizacao do derivado LDT13.

RMN de 'H RMN de #3C

T T T T
3.0 .l 2.0 190 180 170 160

Figura 16: Espectro de RMN de *H e de RMN de 3C do derivado LDT13 (13).
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6.1.3 Obtencéo do Derivado 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 17)

OH (l) OH O
|
_
OH MeOH, H,SO, (cat) o
70°C, 18 h g
CisHa; CisHag
LDT11 (1) LDT29 (17)

Para obtenc&o do derivado LDT29 (17) o acido 1 foi submetido a reacdo de
esterificacdo de Fischer em metanol, catalisado por acido sulfarico, sob condi¢cdes de
refluxo com sistema de resfriamento do condensador a 0°C (Alves, 2015). Apos
purificagdo em coluna cromatografica, o derivado LDT29 (17) foi obtido em rendimento
de 82% como solido branco, ponto de fusédo 37-40°C e Unica mancha (Rf 0,60; Hex80:
AcOEt 20%). O grupo metila de 17 foi caracterizado em seus espectros de RMN de
H (Anexo 27, pag. 129) e RMN de 3C (Anexo 30, pag. 132) pelos sinais em 3,96 ppm
e 52,3 ppm, respectivamente. Na avaliacao do espectro no IV (Anexo 26, pag. 128), a
absorcdo em 1739 cm foi identificada como sendo referente a carbonila. A hidroxila
fendlica foi caracterizada como simpleto em 11,09 ppm em RMN de !H, caracteristico
de ligacdo de hidrogénio intramolecular confirmada pela absorcdo em 3437 cm™ na

regido do infravermelho.

RMN de 'H RMN de °C
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c

15H31
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Figura 17: Espectros de RMN 'H e de RMN 13C do LDT29 (17).
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6.1.4 Obtencéo do Derivado 2-(Hidroximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 14)

LiAIH,4 (4 eqv), THF, refluxo, 6 horas

BH3.SMe, 1M, THF, 0°C, 3 h
OH (o] OH

1. iBUOCOCITEA, THF, 0°C, 1 h
OH 2. NaBH,, MeOH, 15 horas OH

CasHaq 1. IBUOCOCHTEA, THF, 0°C, 1 h CsHa
LDT11 (1) 2. NaBH,, H,0, 15 horas LDT197 (14)

LiAIH, (5 eqv), THF, refluxo, 24 horas

Para obtencdo do alcool LDT197 (14) pela reducdo de 1 foram realizadas
diferentes metodologias. Na primeira delas foi utilizado LAH (4,0 eq) em THF sob
refluxo por 6 horas de reagdo. O derivado 14 foi obtido em rendimento de 30%. A
segunda metodologia avaliada foi a reducdo do &cido anacardico saturado com
solugcdo 1M de BHs3.SMez2 em DCM, tendo THF como solvente da reacdo (YOON e
PAK, 1973), a qual forneceu o derivado alcool em rendimento de 20%, com formacao
de outros subprodutos nédo isolaveis e recuperacédo de 60% do produto de partida.

Em virtude destes resultados foram avaliadas duas metodologias envolvendo
a formacao de anidrido misto adaptadas de FARLONI, PORCHEDDU e TADEI (1999).
Neste sentido, a reacdo foi estabelecida em duas etapas: a primeira envolvendo a
formacao do intermediario anidrido misto por meio da adicdo de cloroformato de
isobutila na presenca de trietilamina; e a segunda a reducédo com NaBH4 — esta Ultima
realizada em duas condicfes para solubilizacdo do boroidreto de sodio in situ: metanol
ou agua. As diferentes condicdes de reducdo com NaBH4 apresentaram diferencas. A
reacao em agua levou a formacéo do derivado 14 em rendimento de 40%, enquanto
que com metanol foi de 20%. Inicialmente foi pensado em reutilizar o acido anacardico
recuperado na coluna cromatografica e submeté-lo novamente a reacdo de reducéo
com boroidreto até obtencdo de quantidade suficiente para dar seguimento a sintese
dos outros derivados. No entanto, por meio da coleta de referéncias na literatura que
partiam de derivados tdo ou mais impedidos estericamente que o acido anacardico, a
primeira metodologia de reducdo com LAH foi ajustada para 5 equivalentes de agente
redutor, aumento da temperatura do banho de 6leo (110°C), agitagcdo magnética mais

vigorosa, maior tempo reacional. Para este proposito, o THF foi seco e destilado no
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mesmo dia, toda vidraria foi seca previamente em estufa e vedada a fim de aumentar
a seguranca e evitar problemas a reacao. Apos os ajustes realizados a metodologia o
alcool 14 foi obtido em rendimento de 90% como solido branco, menos floculoso que
0 LDT11 (1), ponto de fusdo 60°C-62°C apresentado Unica mancha em CCD (Rf 0,66
em Hex80%:AcOEt 20%).

No espectro de ressonancia magnética de 'H o grupo metileno do alcool
benzilico foi assinalado como simpleto em 4,93 ppm (Anexo 12, pag. 114) ratificado
por sinal em 60,2 ppm no espectro de RMN de 3C (Anexo 15, pag.117). As absorcdes
em 3526 cm™ e 3190 cm! referentes as respectivas hidroxilas alcoélica e fenélica bem
como a auséncia da banda do grupo carboxila do acido 1 caracterizaram o derivado
LDT197 (14).
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OH
[ J
OH
[ ] [ ]
' Cis5H3q
|
I\
. I
A p—
S —

' 5 ! ‘ 70 60 50 40

Figura 18: Espectro de RMN de 'H e de RMN de 13C do LDT197 (14).

6.1.5 Obtencédo do Derivado 2-(2-(Hidroximetil)-3-(pentadecil)fendxiacetato de etila
(LDT457, 15).

@)
OH o~ I
OH OH
BrCH,COEL, K,COy KI
C15H31 MeZCO, t.a, 6h C15H31
LDT197 (14) LDT457 (15)

A sintese do derivado LDT457 (15) foi realizada a partir do derivado LDT197
(14), por meio de reacdo de O-substituicdo com bromoacetato de etila, na presenca
de carbonato de potassio e iodeto de potassio em acetona, por metodologia descrita

por Nascente (2004). A reacdo ocorreu a temperatura ambiente. Apos purificacdo em
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coluna cromatogréfica de silica gel, eluida em hexano e acetato de etila, o derivado
15 foi obtido em rendimento de 70%, como sélido branco, de baixo ponto de fuséo na
faixa de 32°C-34°C, caracterizado em CCD como uUnica mancha (Rf 0,60 em
Hex80%:AcOEt 20%). Uma vez que o valor do fator de retengédo de 15 foi muito
proximo ao do produto de partida 14, foi realizada a revelacdo da CCD com solugéo
hidroalcodlica de FeCls a 5% que confirmou a auséncia da hidroxila fendlica.

Na andlise dos espectros de RMN de 'H para 15 o grupo metileno da
subunidade carbetoxila foi assinalado como quarteto em 4,26 ppm; enquanto que o
tripleto referente ao grupo metila estava sobreposto ao multipleto na faixa de 1,26 ppm
a 1,35 ppm (Anexo 17, 119). Adicionalmente foram identificados dois simpletos em
4,71 ppm e 4,78 ppm correspondente aos grupos metilenos alfa a carbonila e do alcool
benzilico. No espectro de RMN de 3C foram observados sinais referentes aos grupos
metileno em 57,2 ppm para o carbono benzilico; em 61,9 ppm para o grupo
carbalcoxila; e em 65,9 ppm para o adjacente a carbonila do éster. O deslocamento
qguimico referente ao grupo metila foi evidenciado em 14,3 ppm — juntamente com o
metila da cadeia alquilica; enquanto que a carbonila foi evidenciada em 169,7 ppm
(Anexo 20, pag. 122). No espectro na regido do infravermelho pode ser observada a
auséncia da banda da hidroxila fendlica, a manutencédo da banda referente ao alcool

em 3517 cm! e a presenca da banda da carbonila em 1745 cm* (Anexo 16, pag. 118).

RMN de 'H RMN de 3C
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Figura 19: Espectro de RMN de 'H e de RMN de 13 C do LDT457 (15).
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6.1.6 Obtenc&o do Derivado Acido 2-(2-Hidréximetil-3-pentadecil)fenoxiacético
(LDT458, 16)

@) O
\/TIJAO H\”Ao

(6]
OH LiOH OH
THF/ H,0, Aliquat
CisHaz ©

t.a, 4h 15H31

LDT457 (15) LDT458 (16)

Para obtencéo do derivado LDT458 (16) foi utilizada a metodologia da reacéao
foi adaptada de Ferreira (2014) em que o derivado 15 foi submetido a hidrélise alcalina
com LIOH em mistura THF/H20 e presenca de Aliquat 336, como catalisador de
transferéncia de fase, sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente por 4 horas.
O consumo do material de partida foi verificado na CCD com formacdo do ion
carboxilato retido no spot. Apés acidificagdo com solucdo de HCl a 10% até pH 1 e
elaboracao usual, o derivado &cido LDT458 (16) foi obtido em rendimento de 55%
como solido branco, ponto de fusdo 87°C-90°C e caracterizado em CCD com Unica
mancha (Rf 0,20 Hex80%:AcOEt 20%).

Nos espectros de RMN de 'H (Anexo 22, pag. 124) e RMN de 3C (Anexo 25,
pag. 127) de 16 foram assinalados simpletos em 4,73 ppm e 4,82 ppm
correspondentes aos metilenos alfa ao grupo carboxila e benzilico, confirmados
respectivamente pelos deslocamentos quimicos em 66,3 ppm e 57,4 ppm. O grupo
carboxila foi evidenciado em 171,3 ppm. Na avaliacdo do espectro na regidao do
infravermelho (Anexo 21, pag. 123), O grupo hidroxila do &lcool foi identificado pela
absorcdo em 3365 cm™; enquanto que o estiramento da carboxila foi evidenciado
sobreposto. Os dados supracitados permitiram a caracterizacao do derivado LDT458
16).

RMN de 'H do LDT457 RMN de 'H do LDT458
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Figura 20: Espectro de RMN de *H do LDT458 (16) com LDT457 (15).
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6.1.7 Obtencéo do Derivado 2-(2-Carbetoximetoxi)-6-pentadecilbenzoato de metila
(LDT460 18)

OH c|> O o o
|
O/ © o/
BrCH,CO,Et, K,CO3KI
CysHay Me,CO, t.a, 4h CygHay
LDT29 (17) LDT460 (18)

A sintese do derivado LDT460 (18) teve como produto de partida o éster LDT29
(17) que foi submetido a reacdo de O-substituicio com bromoacetato de etila como
descrito anteriormente (Nascente, 2004). 18 foi obtido em rendimento de 70% como
sélido branco, ponto de fusdo 38°C-41°C caracterizado em CCD com Unica mancha
(Rf 0,60 Hex80%: AcOEt20%), praticamente o mesmo fator de retencdo do LDT29
(17). A diferenciacdo entre ambos 0s compostos foi inicialmente evidenciada por
revelacdo de placa cromatografica com solucao hidroalcodlica de FeCls a 5% em que
foi detectada a presenca de fenol apenas no precursor LDT29 (17).

Os assinalamentos em 3,91 ppm e 52,3 ppm em RMN de 1H (Anexo 32, pag.
134) e RMN 13C (Anexo 34, pag. 136) foram atribuidos ao grupo metila do éster. Para
0 grupo carbetdéximetoxila foram evidenciados quarteto em 4,24 ppm para o metileno
do grupo etoxila; enquanto que o tripleto referente ao grupo metila estava sobreposto
ao multipleto na faixa de 1,25 ppm a 1,29 ppm. O metileno alfa a carbetoxila
(ArOCH2COOCH2CHz3) foi identificado como simpleto em 4,61 ppm. N&o foi observado
deslocamento quimico referente a hidroxila fendlica em ligacdo de hidrogénio
intramolecular presente no precursor 17 como simpleto em 11,09 ppm. Os sinais
referentes a subunidade carbetoximetoxila no espectro de RMN de 2C foram
confirmados em 14,3 ppm e 61,5 para o grupo etoxila, 66,5 ppm para o metileno
adjacente a carboalcoxila e 168,7 ppm para a carbonila. Na avaliacdo do espectro no
infravermelho (Anexo 31, pag. 133) a presenca de duas bandas em 1754 cm™ e em
1642 cm referente as carbonilas dos ésteres e auséncia de banda referente a

hidroxila fendlica corroboraram para a caracterizacdo de 18.
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RMN de 'H do LDT29 RMN de 'H do LDT460

ﬂ‘ I G | |

(o]
<IL°/ @"/
CqsH3q l C4sH3q

—
35

- - || | |

(s\ = 8| ‘8. ’5‘

; o o o o

TTTTTTTTT i T YT L AL B
4.0

45 4.0 35 30 5.0 45

Figura 21: Espectro de RMN de H: Comparagéo entre LDT460 (18) e LDT29 (17).

6.1.8 Obtencdo do Derivado Acido 2-(2-(Carbometdxi)-3- pentadecilfendxiacético

(LDT461, 19)
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CisHa1 ta 4h CisHa1
LDT460 (18) LDT461 (19)

A partir do derivado éster LDT460 (18) foi sintetizado o acido LDT461 (19) por
reacdo de hidrdlise alcalina como descrita anteriormente para o derivado 16. O
derivado LDT461 (19) foi obtido em rendimento de 80%, como soélido branco, ponto
de fusdo 86°C-88°C, caracterizado em CCD com unica mancha (Rf 0,20
Hex80%:AcOEt20%). A reacao ocorreu de forma regiosseletiva com hidrélise do
grupo carbetoxilico e manutencdo do éster metilico provavelmente em fungcdo do
impedimento estérico em face da cadeia alquilica. Vale destacar que a hidrdlise deste
grupo em meio alcalino foi realizada por Santos e Magalhdes (1999) para a sintese
da lasiodiploidina cujas condi¢des envolveram solucdo de KOH 10 M em etileno glicol
a 165°C durante 4 horas, demonstrando a estabilidade do éster metilico em condicdes
mais brandas.

19 foi caracterizado pela presenca de simpleto em 3,95 ppm no espectro de

RMN de 'H (Anexo 36, pag. 138) referente ao grupo metoxila do éster, corroborado
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pelo deslocamento quimico em 52,3 ppm em RMN de '3C (Anexo 37, pag. 139).
Adicionalmente, a auséncia de sinais referente a subunidade carbetoxila de seu
precursor LDT460 (18) confirma a hidrélise regiosseletiva. A presenca de simpleto em
4,71 ppm foi atribuida ao metileno alfa ao grupo carboxila, ratificado pelo
deslocamento quimico em 67,0 ppm no espectro de RMN de *3C. No mesmo espectro
ainda foram observados os sinais referentes ao grupo carbometotoxila em 169,32 ppm
e carboxila em 171,0 ppm. As bandas no espectro na regido do infravermelho (Anexo
35, pag. 137) foram atribuidas a hidroxila do acido carboxilico em 3422 cm™* e as

carbonilas do éster em 1735 cm e do 4cido em 1623 cm™.

RMN de'H do LDT460 RMNde 'H do LDT461

Figura 22: Espectro de RMN de 'H do LDT461 (19) comparado com LDT460 (18).

6.1.9 Obtencdo do Derivado Acido 2-(2-Carbetdximetoxi)-6-pentadecilbenzéico
(LDT463, 22).

O. O.
(0] (0]
OH 1.PCC, DCM séco OH
2.NaClO,, NaH,PO,. H,0
CisHazy DMSO, DCM, 16 h CisHzy
LDT457 (15) LDT463 (22)

Para obtencdo do derivado LDT463 (22) a partir do éster LDT457 (15) a

metodologia inicialmente empregada foi a oxidacdo direta com reagente de Jones;
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entretanto a reacdo ndo logrou éxito, possivelmente por impedimento estérico ou
efeito quelante do cromo. Uma segunda metodologia visando a oxidac¢ao do alcool
benzilico ao aldeido com clorocromato de piridinio (PCC) em DCM séco foi realizada
onde a conversdo ao formilderivado foi verificada por revelacdo da CCD com 2,4-
dinitrofenilidrazina. O aldeido, ndo caracterizado por RMN ou no 1V, foi submetido a
nova oxidacdo com reagente de Jones, novamente sem éxito. Por fim, uma terceira
metodologia baseada no trabalho de Santos e Magalhaes (1999) foi empregada, em
que o aldeido —purificado em coluna de silica gel, montada com sulfato de magnésio
e eluida com DCM - foi submetido a posterior oxidagdo com solu¢cées 1M de clorito
de sédio e monofosfato de sédio em DMSO fornecendo o acido LDT463 (22) em
rendimento de 80%, como so6lido branco, ponto de fusdo entre 74°C-76°C,
caracterizado em CCD com Unica mancha (Rf 0,22 Hex80%:AcOEt20).

O grupo carboxila foi evidenciado pelo sinal em 170,9 ppm no espectro de
RMN de 3C (Anexo 45, pag. 147) bem como pela auséncia do deslocamento quimico
referente ao metileno do alcool benzilico em 57,2 ppm (Anexo 45, pag. 147). No
espectro na regido do infravermelho foram observadas duas bandas referente as
carbonilas do éster em 1720 cm™ e do acido em 1597 cm™* bem como banda da
hidroxila do acido em 3292 cm* bem como auséncia da banda da hidroxila do alcool
em 3517 cm™ (Anexo 43, pag. 145).
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Figura 23: Espectro de RMN de 3C, do LDT463 (22) comparado com LDT457 (15).



6.1.10 Obtencéo do Derivado Acido 2-(Carbéximetoxi)-6-pentadecilbenzéico (LDT

464, 24).
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A metodologia de hidrolise adaptada de Ferreira (2014), como descrita

anteriormente, foi empregada para o derivado 22 levando ao diacido LDT464 (24)

obtido em rendimento de 60%, como s6lido amarelo, ponto de fusédo entre 59 a 62°C,

caracterizado em CCD com unica mancha (Rf 0,30 AcOEt 100%).

As auséncias do quarteto em 4,20 ppm em RMN de 'H (Anexo 51, pag. 153) e

sinais em 14,3 ppm e 62,6 ppm em RMN de 3C (Anexo 54, pag. 156) confirmaram a

perda do grupo etoxila de 22. Adicionalmente, o grupo metileno alfa a carboxila foi

evidenciado como simpleto em 4,64 ppm e corroborado pelo sinal em 65,4 ppm nos

espectros de RMN hidrogénio e carbono-13. Os grupos carboxilicos foram

identificados pelos deslocamentos quimicos em 168,7 ppm e 170,1 ppm no espectro

de RMN de 13C.
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Figura 24: Espectro de RMN de *H de LDT464 (24) em comparacao com LDT463 (22).
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6.1.11 Obtencéo do Derivado N-Hidroxi-2-(2-(hidroximetil)-3-
pentadecilfendxiacetamida (LDT459, 23)

H
~© 0 Ho/Njho
° ©\/\OH NHLOH. HOl, KOH _ ° @f\OH
Oy, Voot gen ot
LDT457 (15) LDT459 (23)

O derivado hidroxamico LDT459 (23) foi obtido a partir da reacao de amindlise
com hidroxilamina em metanol apds neutralizacdo do cloridrato com hidréxido de
potassio. A metodologia foi adaptada de Massaro et al (2007). Apés purificacdo em
coluna cromatografica, eluida em hexano e acetato de etila, 23 foi obtido em
rendimento de 40%, como sélido alaranjado, ponto de fusdo 53-56°C e caracterizado
em CCD com unica mancha (Rf 0,33 AcOEt 100%). 23 foi caracterizado em seu
espectro de RMN de 'H (Anexo 47, pag. 149) pela presenca de simpletos em 4,52
ppm e 4,94 ppm atribuidos aos grupos metileno alfa-carbonilico e benzilico. Na
caracterizacdo do hidrogénio do &cido hidroxamico, o deslocamento quimico em 8,9
ppm foi assinalado como o hidrogénio ligado ao nitrogénio; enquanto o assinalamento
em 10,7 ppm ao hidrogénio do grupo hidroxila. No espectro de RMN de '3C (Anexo
49, pag. 151) foram identificados sinais em 54,1 ppm para o carbono benzilico e 66,6
ppm para o metileno adjacente a carbonila do &cido hidroxamico, cuja carbonila foi
atribuida ao sinal em 164,8 ppm. Em comparacdo com o espectro de RMN de
hidrogénio do precursor 15, foi observada a auséncia do quarteto em torno de 4,26
ppm referente ao metileno do grupo alcoxila. Na avaliacdo do espectro na regiao do
infravermelho (Anexo 46, pag. 148), a presenga das bandas em 3211 cm™ e em 1666

cm® corroboraram a caracterizacdo do derivado 23.
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Figura 25: Espectro de RMN de H do LDT459 (23) dos hidrogénios do NH e OH do &cido hidroxamico.
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6.1.12 Obtencéao do Derivado 2-(Hidroxicarbamoilmetoxi)-6-pentadecilbenzoato de
metila (LDT462, 21)
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LDT460 (18) LDT462 (21)
Para a sintese do derivado LDT462 (21) foi realizada a reacéo de amindlise do

diéster LDT460 (18) com hidroxilamina em metanol a temperatura ambiente por 24
horas, seguida de aquecimento em banho de 6leo a 50°C por 2 horas. A metodologia
foi adaptada de Massaro et al (2007). ApGs purificagdo em coluna cromatografica,
eluida em mistura de hexano e acetato de etila, o derivado 21 foi obtido em rendimento
de 41% como sdlido branco, ponto de fusdo 71-73°C e caracterizado em CCD com
Unica mancha (Rf 0,26 Hex:AcOEt 50%). Na analise espectroscépica de 21 por RMN
de 'H (Anexo 39, pag. 141) e RMN de *C (Anexo 42, pag. 144) foram identificados
simpletos em 4,73 ppm e 10,22 ppm respectivos ao metileno adjacente a carbonila e
a hidroxila do acido hidroxamico, bem como a auséncia de quarteto do metileno do
grupo carboetoxila de 18. A presenca de simpleto em 3,96 ppm (RMN de *H, Anexo
39, pag. 141) juntamente com sinal em 52,8 ppm (RMN de 3C, Anexo 42, pag. 144)
confirmam a manutencdo do éster metilico. Os assinalamentos em 165,1 ppm 169,3
ppm foram atribuidos as carbonilas acido hidroxamico e do éster metilico,
respectivamente. Na avaliacdo do espectro na regido do infravermelho (Anexo 38,
pag. 140), a presenca da banda em 3337 cm referente ao estiramento N-H do &cido

hidroxamico.
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Figura 26: Espectro de RMN de 'H, do LDT462 (21) em comparagdo com seu precursor LDT460 (18).
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6.1.13 Obtencao do Derivado Acido 2-(Hidroxicarbamoilmetoxi)-6-pentadecilbenzéico
(LDT465, 25).
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Para obtencéo do derivado LDT465 (25), o 4cido LDT463 (22) foi submetido a
reacdo de amindlise de seu grupo carbetdéxi com hidroxilamina em metanol a
temperatura ambiente por 48 horas. 25 foi obtido com rendimento de 60% como sélido
vermelho, ponto de fusdo entre 69°C -72°C e caracterizado em CCD com Unica
mancha (Rf 0,26 em AcOEt 100%). 25 apresentou em seu espectro de RMN de 'H
sinais pertinentes a subunidade hidroxdmica como simpletos em 9,07 ppm e 10,6 ppm
referentes aos grupos NH e OH (Anexo 56, pag. 158). No espectro de RMN 13C (Anexo
57, pag. 159) os deslocamentos quimicos em 66,5 ppm, referente ao metileno
adjacente a carbonila do &cido hidroxamico; em 164,4 ppm pertencente a carbonila
do acido hidroxamico; e em 168,7 ppm concernente a carbonila do acido carboxilico
corroboram a caracterizacéo estrutural de 25. Na avaliacdo do espectro na regidao do
infravermelho (Anexo 55, pag.157) foi destacada a banda em 3370 cm caracteristica

do estiramento do grupo N-H do acido hidroxamico.
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H do LDT465 (25) dos hidrogénios dos grupos NH e OH hidroxamicos.
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6.1.14 Obtencéo do Derivado N-hidroxi-N-fenil-octanediamida (SAHA)

CHBO/WCI Anilina, DCM séco CH3OW

TEA, t.a, 5h

O objetivo para a sintese do Vorinostat (SAHA) — conhecido na literatura e na
clinica como inibidora HDAC | e Il, cujo uso medicinal € para o tratamento de linfoma
cutaneo — foi a obtencao do controle a ser utilizado nos testes biolégicos. A sintese
do SAHA foi realizada em duas etapas. A primeira etapa consistiu na obtencéo do
éster-intermediario éster 7-(fenilcarbamoil) heptanoato de metila a partir do reagente
cloreto de 8-carbometoxiioctanoila. A reacao foi realizada com anilina previamente
destilada, DCM séco e o reagente, em banho de gelo, submetida a agitacdo magnética
por 2 horas. Posteriormente foi adicionada TEA ao meio reacional, em banho de gelo,
e apo6s 3 horas de reacédo, o produto foi extraido e purificado fornecendo o derivado
intermediario amido éster em rendimento de 80% como sdlido de baixo ponto de fusédo
com fator de retencéo de 0,22 (Hex 80%: AcOEt 20%).

(0] (o]
NH,OH. HCI, KOH__
W MeOH, 40°C, 3h HO\N N
e
CH3O N N

A segunda etapa consistiu na amindlise do amidoéster baseada no artigo de
GEDIYA e colaboradores (2005), cujo estudo de ajustes procedimentais permitiram a
obtenc&o dos demais &cidos hidroxamicos neste projeto.

Neste sentido foram ajustados a equivaléncia de hidroxido de potassio e
metanol, a inversao de adicdo das solu¢des — adi¢cdo da mistura de metanol, hidroxido
de potassio e hidroxilamina ao invés de serem adicionados ao éster, seguiu a adi¢cao
contraria, sendo o éster adicionado a mistura; e o sistema foi aquecido em banho de
6leo a 40°C por duas horas, depois resfriado a 0°C em banho de gelo. O produto foi
purificado em coluna de silica gel, eluida em cloroférmio e metanol fornecendo o
derivado alvo em rendimento de 20% como solido alaranjado, ponto de fusdo oscilou
159°C-161°C e unica mancha em CCD (Rf 0,36, CHCls 80%:EtOH 20%). O SAHA foi

caracterizado por espectro de RMN H, cuja cadeia alquilica foi identificada por
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deslocamentos quimicos na faixa de 1,26 ppm a 2,28 ppm. Para os hidrogénios
aromaticos os sinais variaram de 7,00-7,57 ppm. A presenca de simpletos em 8,64
ppm, referente ao hidrogénio da anilina bem como em 9,83 ppm e 10,32, referentes
ao hidrogénios hidroxilamidicos assinalam a presenc¢a da subunidade. Por sua vez,
os assinalamentos no espectro de RMN de 3C corroboraram a caracterizacdo do
derivado-alvo pelos sinais entre 24,9 ppm e 36,3 ppm para os carbonos da cadeia
alquilica; entre 119,0 e 139,3 ppm referentes aos carbonos aromaticos; em 169,2 ppm
como sendo da carbonila do &cido hidroxamico; e a 171,2 ppm, referente a carbonila
fenilamidica. No espectro de massas de alta resolucao foi obtida a massa do derivado
SAHA como sal de sédio e pico a 287 g/mol, bem como produto relativo a massa
ionizada (M+H)* de 265,14 g/mol, conforme visto no Anexo 66, pag. 168.

Resumos dos principais assinalamentos nos espectros de RMN de hidrogénio

e de carbono-13 estao dispostos nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6: Principais deslocamentos quimicos de RMN H e de RMN de 3C (ppm, CDCls)

RMN H / RMN 3C (ppm, CDCls)

RMN Grupos

LDT11 LDT13 LDT29 LDT197
H A 6,89-7,37  7,01-7,41  6,72-7,29  6,72-7,11
13C 110,6-163,8 120,8-148,8 1158-162,8 114,4-156,7
H 0,89-3,00 0,89-2,81  0,89-289  0,88-2,57
s O 143367 1433401 14313684 14.3-3329
'H  ArCO.CH; - - 3,96 -
Bc  ArCO.CHs - - 52,3/172,1 --
1H - - - .
50 ArCOOH 1765 B ~ B
'H  ArOCOCH; - 2,30 - -
13Cc  ArOCOCHs -- 21,0/172,4 - -
H - - - 4,93

ArCH,OH

15C - - - 60,18




Tabela 7: Principais deslocamentos quimicos de RMN de 'H e RMN de 13C (ppm, CDClz* ou DMSO**)

13 15
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RMN

RMN *H / RMN 3C (ppm, CDCls* ou DMSO")

Grupos LDT457 LDT460* LDT463* LDT458  LDT461*  LDT464*  LDT459* LDT462* LDT465
(W=CHsCHz)  (W=CHsCHz) (W=CHsCHz) (W =H) (W = H) (W=H)  (W=NHOH) (W=NHOH) (W =NHOH)
H 0,88-2,69 0,88-2,56 0,82-2,71 0,88-2,67 088262 084151  0,84-2,63 0,88-2,61 0,84-2,52
CisHa1
15C 14,3-33,4 14,3-33,6 14,2-33,9 14,3-334  143-341 13,9327  13,9-322 14,3-34,2 13,9-32,7
H 6,67-7,15 6,65-7,25 6,72-7,23 672719 675731 675720  6,80-7,14 6,77-7,30 6,87-7,26
Ar
15C 109,7-157,0  110,0-1549  110,9-1550  110,4-157,1 111,1-1553 111,3-1540 110,0-1563  110,8-159,4  110,3-154,2
1
H  AroCHCOw 126-135/471  125129/4,61  1,20-1,26/4,74 4,73 471 464  452/890/107 4,73-/10,22  4,50/9,07/10,6
e ArOCHLOW ) 365 9/160,7  14,3/66,5/168,7 14,3/66,6/168,2 66,3/171,3  67,01710  654/168,7  66,6/164,8  67,3/1651  66,5/164,4
H 4,78 - - 4,58 - - 4,94 - -
ArCH;OH
18C 57,2 - - 57,4 - - 54,1 - -
1
H  Arco.cHs - 3,91 - - 3,95 - - 3,96 -
13C ArCO2CH3 - 52,3/168,6 - - 52,7/169,3 -- -- 52,8/169,3 --
BC ArCOsM - - 170,9 - - 170,1 - - 168,7
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6.2. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS TEORICOS

Os parametros fisico-quimicos dos derivados-alvo foram obtidos através do
programa Percepta/ACD Labs versdo 12. As propriedades fisico-quimicas de uma
substancia sdo capazes de influenciar o perfil de atividade biologica. Os parametros
calculados compreenderam o coeficiente de particdo (logP), coeficiente de distribuicao
(logD), constante de ionizac&o acida (pKa), coeficiente de solubilidade (logS) e area
de superficie polar (PSA).

O coeficiente de particdo expressa a lipofilicidade de uma substancia baseada
na solubilidade distribuida entra a fase organica e fase aquosa, em determinado pH
no qual as moléculas estdo na forma neutra (BARREIRO, MANSSOUR, 2008). Para
compostos ionizaveis, a particdo esta sujeita a alteracdes em funcédo do pH do meio,
denominada como coeficiente de distribuicdo (logD). Para compostos ndo ionizaveis
o logP é igual ao logD em qualquer pH do meio. O logD calculado para o pH 7,4
(fisiol6gico) € um indicador de comportamento do composto na biofase aquosa
(plasma). O pKa permite expressar o percentual relativo das espécies nao-ionizadas
que atravessam membranas mais facilmente pela natureza lipofilica.

A area de superficie polar (PSA) de uma molécula corresponde ao somatério
da superficie dos atomos polares, em especial 0 oxigénio e o nitrogénio. Este
parametro prediz as propriedades de permeabilidade frente a barreira
hematoencefélica, absorcéo intestinal e transporte da molécula no organismo
(BARREIRO, MANSSOUR, 2008).

O logS corresponde ao logaritmo de solubilidade em agua de moléculas
organicas, no qual o S corresponde a concentracdo do composto expresso em mol/L.
A solubilidade em fase aquosa afeta diretamente a absor¢cdo de um composto e sua
distribuicdo no organismo. Moléculas ricas em grupos polares estdo associadas a
valores de logS acima de -1, como consequéncia apresentardo baixa permeabilidade
de membrana na auséncia de transporte ativo. O ideal no desenvolvimento de uma
molécula é que esta apresente polaridade razoavel, solubilidade em meio aquoso e
lipofilicidade para atravessar membranas para exercer seu efeito biologico (SMITH,
WATERBEEMD, WALKER, 2006).
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As caracteristicas fisico-quimicas logP, logD, pKa e PSA, calculadas no
programa Percepta/ACD Labs, formula molecular, massa molar, rendimentos das
reacoes, fatores de retencéo e pontos de fusdo dos derivados, estdo resumidos na
Tabela 8.

Tabela 8: Caracteristicas quimicas, rendimentos e pontos de fusao dos derivados-alvo

Molécula Rf MM Formula R p-f LogP Logb LogS pKa PSA
(g/mol)  Molecular (%) (°C) (PH7,4) (pH7,4)

LDT11 0,48 348,519 C22H3603 90 81-84 9,6 6,4 -5,6 3,1 57,53

LDT13 0,20 390,556 C24H3904 65 65-69 9,4 6,2 -5,1 3,5 63,60

LDT29 0,60 362,546  C24H3s03 82 37-40 9,7 9,7 -8,7 9,9 46,53
LDT197 0,66 334,535  Co22H3s02 90 60-62 8,3 8,3 -7,6 10,0 40,46
LDT457 0,60 420,625 C26H4404 70 32-34 14,4 8,7 -8,3 14,4 55,76
LDT458 0,20 392,572 C24H4004 55 87-90 7,6 4,2 -4,1 3,2 66,76
LDT459 0,33 407,595 C24H41NO4 40 53-56 6,5 6.5 -7,8 9,1 78,79
LDT460 0,60 448,635 C27H440s 70 38-41 9,6 9,6 -9,0 -- 61,83
LDT461 0,20 420,582 C25H400s 80 86-88 8,9 5,2 -4,8 3,0 72,83
LDT462 0,26 435,605 CzsHaiNOs 41 71-73 7,9 7,9 -8,4 9,1 84,86
LDT463 0,22 434,617 C26H4205 80 74-76 9,4 6,2 -6,2 3,3 72,83
LDT464 0,30 406,563  C24H3s0s 60 59-62 8,5 4,0 -3,7 31 8383
LDT465 0,26 421,578 Ca4H3oNOs 60 69-72 74 4,5 -5,2 3,3 95,86

SAHA 0,36 264,32 CuaH2oN20s 20 159-160 1,2 1,0 -2,6 95 78,43
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6.3 AVALIACAO BIOLOGICA IN VITRO

Dando continuidade aos objetivos especificos, os compostos-alvo derivados do
acido anacérdico — sintetizados e caracterizados por métodos espectroscopicos —
foram submetidos a avaliagé@o biologica in vitro para determinagédo do percentual de
inibicdo da viabilidade celular por ensaio de MTT in vitro frente a trés linhagens
celulares tumorais por ensaio de MTT. Os derivados-alvo classificados como
citotdéxicos — quando o percentual de inibicao de crescimento das células foi maior que
75% em pelo menos duas linhagens avaliadas na concentragcao Unica de 25 pug/mL —
foram submetidos a determinacdo da ICso (concentracdo que reduz em metade a
populacao de células testadas) em 6 linhagens tumorais, células L929 (seletividade)
e eritrocitos humanos (hemdlise) por meio da analise das absorbancias das amostras,
utilizando-se o logaritimo das concentracfes testadas por regresséo nao-linear.

6.3.1 Ensaio de Citotoxicidade por MTT

O ensaio de citotoxicidade por MTT foi realizado pela doutoranda Maria Claudia
dos Santos Luciano e Cristiana Libardi Miranda Furtado do Laboratorio de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceara coordenado pela Prof? Claudia do O
Pessoa.

As amostras foram previamente diluidas em DMSO estéril para concentracao
estoque de 10 mg/mL e testadas em concentragdes de 25 ug/mL e 50 ug/mL. Para a
determinacao do percentual inibitério dos compostos (teste em concentracdo unica),
0os compostos foram avaliados nas linhagens de HCT-116 (carcinoma colorretal),
SF295 (glioblastoma) e PC3 (carcinoma de prostata). As células foram plaqueadas
nas concentracdes de 0,7x 10° para a linhagem de HCT116 e 0,1 x 10° para as demais
linhagens. As placas foram incubadas com as substancias por 72 h em estufa a 37°C
e 5% de CO2. Os compostos que apresentaram percentual de inibicdo maior que 75%
na concentragdo Unica de 25 ug/mL, em pelo menos duas das trés linhagens testadas,
foram selecionados para determinacao de ICso.

A triagem inicial foi realizada na concentracdo Unica de 50 pg/mL na qual oito
dos treze compostos avaliados apresentaram a média da atividade citotéxica maior
gue 75%, em pelo menos duas de trés linhagens testadas: LDT11, LDT13, LDT197,
LDT459, LDT461, LDT462, LDT464 e LDT465. Os derivados LDT29, LDT457 e
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LDT458 apresentaram percentual de atividade entre 8% e 62% para trés linhagens;
enquanto LDT463 mostrou atividades em torno de 75% e 55% para as linhagens
HCT116 e PC3, respectivamente. Por sua vez o derivado LDT460 ndo apresentou
atividade (Figura 28).

Média do percentual inibitério na concentragdo de 50 ug/mL
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Figura 28: Média do percentual de inibicdo da viabilidade celular dos compostos, por ensaio de MTT,
na concentragdo Unica de 50 yg/mL, com desvio padrdo, no intervalo de 72 h. Foram realizados em
duplicata, cada experimento individual e repetido 3 vezes. Foram analisados segundo a média + desvio
padrdo da média do percentual de inibicdo da viabilidade celular, no intervalo de confianca de 95%. O
veiculo utilizado para o ensaio foi 0 DMSO (diluente padrédo). As células tumorais com meio néo tratado
foram o controle negativo do ensaio, bem como a linhagem n&o tumoral L929, que permitiu
posteriormente a determinacao do indice de seletividade. Leitura em espectrofotbmetro de placa a 595
nm. Destaque para os derivados LDT11, LDT13, LDT197, LDT459, LDT461, LDT462, LDT464 e
LDT465 com inibicdo de 75% em pelo menos duas linhagens.

Os compostos foram submetidos a segunda triagem em concentracédo de 25
Mg/mL em que cinco dos oito compostos com melhor perfil a 50 pg/mL apresentaram
atividade citotéxica maior que 75%, em pelo menos duas de trés linhagens testadas:
LDT11, LDT197, LDT459, LDT464 e LDT465 (Figura 29).
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Média do percentual inibitério na concentracdo de 25 ug/mL

- :
miimRal'n
il i il Il

LDT 11 LDT 13 LDT 29 LDT 197 LDT 457 LDT458 LDT459 LDT460 LDT461 LDT462 LDT463 LDT464 LDT465

120

100 -

8

o

=

o]
o

D
o

2

o

o

B % inibicdo HCT116 M % inibicdo SF 295 % inibicdo PC3

Figura 29: Média do percentual de inibicdo da viabilidade celular para as linhagens de HCT116, SF295,
PC3 na concentracao Unica de 25 ug/mL, com desvio padrdo, no intervalo de 72 h. Foram realizados
em duplicata, cada experimento individual e repetido 3 vezes. Foram analisados segundo a média +
desvio padrédo da média do percentual de inibicdo da viabilidade celular, no intervalo de confianga de
95%. O veiculo utilizado para o ensaio foi o DMSO (diluente padrdo). As células tumorais com meio
néo tratado foram o controle negativo do ensaio, bem como a linhagem néo tumoral L929, que permitiu
posteriormente a determinacao do indice de seletividade. Leitura em espectrofotbmetro de placa a 595
nm.

6.3.2 Relacbes Estrutura-Atividade a Partir da Triagem a 25 ug/mL

O estabelecimento de relagdes estrutura-atividade visa compreender a
relevancia de grupos funcionais no perfil de atividade dos compostos admitindo que
moléculas com subunidades idénticas sejam reconhecidas da mesma forma pelo alvo
de interagdo. Uma vez que os ensaios foram realizados em pH mimetizando a biofase
(7,4) os acidos carboxilicos serdo apreciados como carboxilatos enquanto que
ésteres, alcoois e acidos hidroxamicos na sua forma neutra. Adicionalmente, os
grupos DLH e ALH que interajam intramolecularmente serdo analisados como em
ligacdo de hidrogénio intramolecular (LHi).

Os derivados LDT197 (14), LDT11 (1) e LDT29 (17) — precursores das séries 1
a 3 —, 14 e 1 apresentaram percentual de inibicdo do crescimento celular acima de
99,9 %; enquanto o valor maximo para 17 foi de 30%. Admitindo que estes formem

LHi, os resultados apontam para a relevancia da presenca de grupos doadores de
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ligagéo de hidrogénio (DLH) ou anidnicos respectivamente observados em 14 e 1 e

inexistentes em 17 (Figura 30).

LHi LHi LHi
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ALH
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LDT197 (14) LDT11 (1) LDT29 (17)

Figura 30: Possiveis interacdes intramoleculares nos derivados 1, 14 e 17.

Os demais derivados-alvo estdo relacionados a alteracdo no padrdo de
substituicdo da hidroxila fendlica nos percursores 1, 14 e 17 e visam compreender a
modulacao do perfil de atividade. Vale destacar que a presenca de grupos volumosos
em aromaticos orto-substituidos tende, em funcdo de impedimento estérico, a gerar
conformacdes que minimizem a repulsao entre eles (efeito orto), as quais podem
impactar na influéncia de efeitos eletrbnicos mesoméricos dependente de

coplanaridade apropriada.

Para os compostos da série 1 — LDT197 (14), LDT457 (15), LDT458 (16) e
LDT459 (23) apenas 14 e 23 atenderam aos critérios estabelecidos para a triagem e
apresentaram percentual inibitério acima de 75% para 3 e 2 linhagens
respectivamente; enquanto 15 e 16 inibiram o crescimento celular em torno de 30%.
Estruturalmente a adicdo do grupo carbetoximetileno ao fenol de 14 — gerando o
derivado 15 — e sua interconversado ao acidos 16 e 23 levam a perda do DLH do alcool

benzilico (Figura 31).
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Figura 31: Possiveis intera¢des intramoleculares nos derivados 14, 15, 16 e 23.
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Desta forma 15 apresenta apenas grupos ALH em sua estrutura reproduzindo
o perfil do derivado LDT29 (17). Por sua vez, o derivado LDT458 (16), ainda que conte
com grupo carboxilato na subunidade carboximetileno, ndo apresentou diferenca
qgquando comparado a LDT457 (15). A troca bioisostérica de funcdo entre o grupo
carboxila de 16 pelo grupo hidroxamato neutro em (23) — que apresenta pelo menos
um grupo DLH considerando duas LHi — levou ao perfil inibitério significativo frente as
linhagens HCT116 e PC3.

Os compostos da série 2 derivados de LDT11 (1) — LDT463 (22), LDT464 (24)
e LDT465 (25), com excecdo do derivado 22, apresentaram percentual inibitorio do
crescimento acima de 75% em pelo mesmo 2 linhagens. Os derivados desta série sdo
caracterizados pela presenca do grupo carboxila benzoico e variacdo dos substituintes
no oxigénio fendlico semelhante aos compostos da série 1. Diferente de 1 — cujo grupo
carboxilato é planar em funcéo da LHi no sistema salicilico — 22, 24 e 25 apresentam
impedimentos estéricos (IE) entre o anion carboxilato e os O-substituintes gerando
diferentes conformacfes. Os dados apontam para a modulacdo positiva do perfil de
inibicdo entre os bioisésteros de funcdo. Desta forma, a presenca de ALH na
subunidade carbetdximetileno em 22 é deletéria para o perfil de atividade com
percentual maximo em torno de 20%. Por sua vez, a presenca do grupo
carboximetileno no diacido 24 permitiu a melhoria do perfil em pelo menos 4 vezes
para as linhagens HCT116 e PC3, demonstrando que o dicarboxilato € significativo
para a atividade. J& para o derivado LDT465 (25), a subunidade hidroxamica eleva o
percentual de inibicdo acima de 95% para as mesmas linhagens e superior a 60%
para SF295. Desta forma, 25 quando comparado a 22 sugere que a presenca de pelo
menos um grupo DLH na subunidade O-substituida parece mais relevante que grupos
ALH (Figura 32).
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Figura 32: Possiveis intera¢des intramoleculares nos derivados 1, 22, 24 e 25.
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Os compostos da série 3 derivados de LDT29 (17) — LDT460 (18), LDT461 (19)
e LDT462 (21), apresentaram percentual inibitério do crescimento menor que 75% em
nas linhagens avaliadas. Os compostos desta série sdo caracterizados pela
substituicdo no oxigénio fenodlico da subunidade tipo salicilato de metila com

manutencao do éster metilico (Figura 33)
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Figura 33: Possiveis intera¢des intramoleculares nos derivados 17, 18, 19 e 21.

O derivado LDT460 (18), que apresenta apenas grupos ALH como 17,
apresentou percentual de inibicdo abaixo de 20% para as linhagens HCT116 e SF295.
A presenca do grupo carbéximetileno 19 melhorou o perfil em mais de duas vezes
para as trés linhagens, revelando a contribuigdo do carboxilato. A troca bioisostérica
do carboxilato em 19 pela subunidade hidroxamica em 21 mantém o perfil de inibicédo
do crescimento celular para as linhagens HCT116 e PC3 enquanto reduz o percentual
de inibicdo sobre a linhagem SF295 semelhante a 18.

Na segunda etapa da avaliacdo bioldgica para os derivados LDT11, LDT197,
LDT459, LDT464 e LDT465 — que apresentaram percentual de inibicdo do
crescimento celular por ensaio de MTT em pelo menos 75% de duas de trés linhagens
cancerigenas na concentragao de 25 ug/mL — foram determinados os valores de ICsp,

o indice de seletividade e o potencial hemolitico.

6.3.3 Determinacéo do ICso

Para a determinagdo do ICso dos compostos selecionados foram
utilizadas seis linhagens tumorais e uma nao tumoral (L929) (Tabela 7). Os compostos
foram diluidos em DMSO estéril na concentracdo estoque de 10 mg/mL e avaliados
em curva de diluicdo seriada, fator 2, na concentracdo de 50 yg/mL. As linhagens

foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio
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RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibibticos,

mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO..

Tabela 9: Linhagens celulares, descricdo e densidade de plagueamento.

Densidade de

Linhagem celular Descricao Plagueamento
HCT116 Carcinoma de colon 0,7 x 10° cells/mL
HL60 Leucemia aguda promielocitica 0,3 x 108 cells/mL
PC3 Adenocarcinoma de prostata 0,1 x 106 cells/mL
SF295 Glioblastoma 0,1 x 108 cells/mL
SW620 Adenocarcinoma de c6lon 0,1 x 108 cells/mL
K562 Leucemia Miel6ide Crénica 0,3 x 108 cells/mL

L929 Fibroblasto murlnho néo 0,1 x 108 cells/mL
cancerigeno

Os valores de ICso dos derivados LDT11, LDT197, LDT459, LDT464 e LDT465
frente as linhagens celulares HCT116, HL60, PC3, SF295, SW620, K562 e L929 estéo
descritos na Tabela 10.



Tabela 10: Valores de IC50 para os derivados frente a sete diferentes linhagens celulares

B OH O
|

|
O/Nﬁlﬂ
(@]

OH H
CisHaz Ci5Ha;

H H
|
N
o o HO/Y\O o
o |

MHO
P |
o |
c Ci CisHa

15Ha1 sH31
LDT11 LDT197 LDT459 LDT464 LDT465
ICs0 uM (intervalo)
Compostos
HCT116 HL60 PC3 SW620 K562 SF295 L929
LDT11 13,46 6,26 10,24 11,82 14,63 32,57
(11,68-14,78)  (5,11-7,66) (7,89-13,31) (10,56-11,23) (13,83-15,49) (27,80-38,16)
LDT197 23,17 13,75 5,95 12,94 14,35 17,46 29,86
(19,94-26,93) (11,39-16,56)  (4,57-7,77) (12,27-3,78) (13,33-15,48) (14,95-20,36) (26,96-33,06)
47,55 14,89 34,10 53,24
LDT459 ND ND
(42,08-53,73) (13,40-16,54) (28,80-40,38) (47,13-60,13)
LDT464 35,44 14,34 14,39 51,05 45,23 ND 54,21
(31,66-39,65) (13,04-15,77) (12,54-16,53) (42,82-60,85) (38,67-52,93) (44,45-66,14)
27,33 18,50 33,54 52,40 80,72
LDT465 ND ND
(23,03-32,45) (16,46-20,80) (29,15-38,62) (47,99-57,21) (71,59-91,02)
1,27 4,44
SAHA * * * * *
(1,12-1,43) (3,86-5,11)

ND = Nédo Determinado: ICso >50 pg/mL (maior concentragdo testada).* Avaliagdo em andamento

86
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6.3.4 Relacdes Estrutura-Atividade a Partir dos Dados de ICsg

O derivado LDT11 (1) apresentou valores de ICso na faixa de 6,26 yM a 14,63
MM para cinco das seis linhagens tumorais avaliadas. A reducdo da subunidade
carboxila de 1 forneceu o alcool benzilico LDT197 (14) que exibiu valores de ICso na
faixa de 5,95 yM a 23,17 yM para todas as linhagens tumorais. A comparacéo entre
os perfis de atividade dos derivados LDT11 (1) e LDT197 (14) revela que 1 é cerca de
2 vezes mais potente que 14 para as linhagens HCT116 e HL60 e equipotente para
K562 e SF295. Por sua vez, 14 apresentou melhor atividade para PC3 entre todos os
compostos (ICso 5,95 uyM), sendo 2 cerca de duas vezes mais potente que 1, bem
como foi ativo para a linhagem SW620 nao determinada para o derivado LDT11 (1).

A adicdo da subunidade hidroxicarbamoilmetileno ao fenol de 14 levou ao
derivado LDT459 (23). Em relacdo a 14, o derivado 23 mantém o perfil referente a
linhagem HL60; entretanto € pelo menos 2 vezes menos potente que seu precursor
para as linhagens em que foi ativo: HCT116, PC3 e K562. Por sua vez, o perfil de
atividade para o derivado LD465 (25) pode ser comparado aos analogos 23 e 1. Com
relacdo a 23, a substituicdo do alcool benzilico pelo acido benzoico em 25 exibiu
melhora do perfil para a linhagem HCT116 e manteve o mesmo percentual de inibigao
para as linhagens HL60, PC3 e K562. Adicionalmente, 25 foi ativo para a linhagem
SF295 (ICso 80,72 pM), ndo determinada para LDT459 (23). Comparando 25 com o
derivado 1, a presenca da subunidade hidroxicarbamoilmetileno leva a diminui¢do do
perfil de atividade em todas as linhagens em que 25 foi ativo. Estes dados indicam
que a coplanaridade parece uma caracteristica relevante para o perfil do derivado
LDT11 (2).

Finalmente, o diacido LDT464 (24) apresentou menor poténcia para as
linhagens HCT116, HL60 e K562 bem como similaridade para PC3, quando
comparado ao analogo 1. Ja na comparagcdo com o analogo 25, o composto 24 foi
equipotente para as linhagens leucémicas HL60 e K562; melhor perfil para PC3 e

SW620; e menos potente para a linhagem HCT116.
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6.3.5 Determinacéo do indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) de um composto (ICso da célula nédo
cancerigena)/(ICso da célula cancerigena) expressa a especificidade do composto
frente a células cancerigenas em detrimento de células ndo tumorais (BADISA et. al,
2009). Neste sentido, quanto maior o valor do indice maior a seletividade do composto
frente a linhagem tumoral testada. Para analise do indice de seletividade a linhagem
nao tumoral utilizada foi de fibroblasto murino (L929). Os resultados estado descritos
na Tabela 11.

Tabela 11: indice de seletividade (IC50 L929/ICso de células tumorais).

indice de seletividade (ICso L929/ICsode células tumorais)

Composto
HCT116 HL60 K562 SW620 PC3 SF295
LDT11 (1) 2,42 5,21 2,75 ND 3,18 2,23
LDT197 (14) 1,29 2,17 2,08 2,31 5,02 1,71
LDT459 (23) ND ND ND ND ND ND
LDT464 (24) 1,53 3,78 1,20 1,06 3,77 ND
LDT465 (25) ND ND ND ND ND ND

Exceto para as linhagens PC3 e SW620 (n&o determinada) o derivado LDT11
(1) apresentou maior indice de seletividade, com destaque para HL60 (S| 5,21). Por
sua vez o alcool LDT197 (14) foi mais seletivo para as linhagens PC3 e SW620. Para

os derivados LDT459 e LDT465 nao foram definidos os indices.

6.3.6 Determinacao do Potencial Hemolitico

O teste de hemdlise permite avaliar o potencial da substancia testada em
causar lesbes na membrana plasmatica, por formacdo de poros ou ruptura da
membrana. Neste teste foi utilizada a concentragdo de 200 ug/mL para todos os
compostos, incluindo o controle positivo Triton a 1% e controle negativo DMSO. Os
resultados do teste estdo apresentados no grafico da Figura 34. Dos derivados



89

testados, o LDT11 (1) e LDT465 (25) foram hemoliticos, enquanto que os demais

compostos praticamente nao provocaram hemolise celular (Figura 34).
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Figura 34: Percentual de hemodlise determinado, com desvio padrdo, a partir de eritrécitos
remanescentes de coleta de sangue para isolamento. Compostos-testes adicionados na concentragédo
de 200 pg/mL. O controle positivo deste ensaio foi o Triton X 1% e para controle negativo foi utilizado
0 DMSO (também utilizado como veiculo), nas concentra¢fes de 200 pg/mL Ensaio realizado em
duplicata, cada experimento individual e repetido 3 vezes. Leitura em espectrofotdmetro, por leitor de
Elisa, na absorbancia de 540 nm, para quantificacdo de hemoglobina liberada.

6.3.7 Analise Estatistica

Os experimentos de concentracdo Unica foram analisados segundo a média +
desvio padrdo do percentual de inibicdo da viabilidade celular. Para a determinacao
da ICso0 (concentragdo capaz de inibir 50% da viabilidade celular), as absorbéncias das
amostras foram analisadas utilizando o logaritmo das concentracdes testadas por
regressado nao-linear. Esta andlise permitiu a determinacdo dos valores de ICso no
intervalo de confianca de 95% (margem de seguranca que os valores de ICso podem
estar).

Duas repeticdes individuais para cada um dos compostos foram realizadas, no
minimo, em duplicata e repetido 3 vezes em todas as linhagens previamente
indicadas. Os ensaios biologicos foram realizados pela equipe da Prof2 Claudia O
Pessoa, do Laboratério de Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceara,

analisados utilizando-se do programa GraphPad Prism 5.0.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As metodologias sintéticas mostraram-se eficazes para obtencdo dos
derivados a partir do &cido anacardico saturado (LDT11, 1) com obtencédo de treze
compostos em rendimentos variaram de 40% a 90%. Adicionalmente o farmaco SAHA
foi obtido em rendimento de 20% para ser utilizado como controle. As metodologias
empregadas — desenvolvidas no laboratério e adaptadas da literatura -—
compreenderam reacoes classicas de interconversao de grupos funcionais, como O-
alquilacdo, O-acilacao, reducao com hidretos metalicos e atmosfera de hidrogénio sob
catalise, oxidacdo, condensacdo e amindlise, sob condi¢cdes experimentais a
temperatura ambiente, refluxo e radiacéo micro-ondas. A caracterizagao estrutural dos
intermediarios e compostos-alvos foi realizada por andalise de espectros na regido do
IV, de RMN de 'H, de RMN de 13C e espectrometria de massas para o SAHA.

Os derivados-alvo foram avaliados in vitro quanto ao percentual inibitério médio
da citotoxicidade de linhagens celulares tumorais HCT116 (carcinoma colorretal), PC3
(carcinoma de prostata) e SF295 (glioblastoma) por ensaio de MTT em duas triagens
a 50 pg/mL e a 25 pug/mL. Para os compostos que apresentaram inibicdo superior ou
igual a 75% para duas das trés linhagens tumorais avaliados a 25 pg/mL foram
determinadas as concentracdes inibitérias (ICso). Para cinco derivados-alvo — LDT11
(1), LDT197 (14), LDT459 (23), LDT 464 (24), LDT465 (25) — foram determinados os
valores de ICso para as linhagens HCT116 (carcinoma de coélon), HL60 (leucemia
aguda promielocitica), PC3 (adenocarcinoma de prostata), SF295 (glioblastoma),
SW620 (adenocarcinoma de célon) e K562 (leucemia mieloide crénica).
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& o 0 o © W0 19
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LDT197 (14) LDT11 (1) LDT459 (23) LDT464 (24) LDT465 (25)

Figura 35: Cinco derivados que satisfizeram percentual inibitério e determinados valores de ICso.

Neste sentido, LDT11 (1) apresentou melhores valores de ICso frente a quatro
das seis linhagens testadas: HCT116 (ICso 13,46 uM), HL60 (ICs06,26 pM) K562 (ICso0
11,82 uM) e SF296 (ICso0 14,63 uM); enquanto o alcool LDT197 (14) para as linhagens
PC3 (ICso 5,95 pM) e SW620 (ICs0 12,94 uM). Os demais derivados LDT459 (23),
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LDT464 (24) e LDT465 (25) apresentaram valores de ICso menores ou similares aos
respectivos precursores LDT11 (1) e LDT197 (14) (Tabela 10, Pag. 86).

Os estudos sobre relacdes estrutura-atividade apontam para a relevancia de
grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (DLH) ou anibnicos na subunidade
benzilica/benzoica para o grupo fendlico livre. Considerando as séries 1 a 3 —
comparadas aos compostos precursores LDT197 (14), LDT11 (1) e LDT29 (17) — a
substituicdo no fenol pela subunidade carbetoximetileno altera drasticamente o perfil
de atividade para as séries 1 [LDT457 (15)] e 2 [LDT463 (22)]. Por sua vez o
substituinte carbéximetileno impacta de forma positiva nas séries 2 [LDT464 (24)] e 3
[LDT461 (19)] para as trés linhagens utilizadas na triagem em comparagdo com a
subunidade carbetoximetileno. Por fim, o grupo hidroxicarbamoilmetileno
proporcionou melhor recuperacdo do perfil de atividade para as 3 séries — LDT459
(23), LDT462 (21) e LDT465 (25) — e mais relevante para as linhagens HCT116 e PC3.

Perspectivas

O ensaio de citotoxicidade ndo permite elucidar por qual mecanismo de agao
(MoA) os compostos-alvo atuam sobre as linhagens celulares avaliadas. Neste
sentido estudos complementares referentes a proliferacdo, ao ciclo celular, a
migracdo, a apoptose bem como a alteracdes na producdo de ROS e NO séao
relevantes para compreensao do MoA.

Uma vez que LDT11 (1) é inibidor da histona acetiltransferase p300 avaliacéo
bioldgica in vitro dos compostos-alvo frente a enzima p300 € uma das perspectivas
deste trabalho a ser realizada pelo grupo do Prof. Masoud Vedadi do Structural
Genomics Consortium (SGC) da Universidade de Toronto.

Considerando ainda que derivados do &cido anacérdico saturado apresentaram
perfil agonista parcial para receptores ativados por proliferadores peroxissomais
(PPAR) do tipo alfa e gama, os novos derivados-alvo serdo avaliados quanto ao perfil
para esta classe de receptores nucleares a ser realizada pelo grupo da Profa. Carolyn
Cummins da Faculdade de Farmacia Leslie Dan da Universidade de Toronto.

Estes resultados permitirdo identificar o perfil farmacolégicos dos derivados-
alvo com o qual pretendemos identificar as possiveis vias de sinalizagdo moduladas
por estes compostos planejados a partir do acido anacardico.
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ANEXO 1 — Espectro na regido do infravermelho (cm™, KBr): Acido 2-Hidréxi-6-pentadecilbenzéico (LDT11,1)
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ANEXO 2 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls): Acido 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoico (LDT11, 1)

Current Data Parameter
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ANEXO 3 — Expansées do RMN de 'H (300 MHz, CDCls) : Acido 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzdico (LDT11, 1)

Current Data Parameter.
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ANEXO 4 — Expansdes do RMN de 'H (300 MHz, CDCls): Acido 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzéico (LDT11,1)
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ANEXO 5 — Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls): Acido 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzéico (LDT11, 1)
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ANEXO 6 — Espectro na regido do infravermelho (cm™, KBr): Acido 2-Acetdxi-6-pentadecilbenzoico (LDT13, 13)

ST

105
104

103
104
98
96
94
92
a0y
B8]
B
B4
82
B0y

7

2922 30cnr’; 78,33%T

'I | / \
| [1317.93cm™: 92.7

1714,89cnm?; 86,68%T

1029, 14cnr?; 102,31%T

m

1223,30cnr?; 91,83%T

4000

3500

2500
crrl

2000

1500

1000 500450



ANEXO 7 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls): Acido 2-Acetdxi-6-pentadecilbenzéico (LDT13, 13)
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ANEXO 8 — Expans6es do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls): Acido 2-Acetdxi-6-pentadecilbenzoéico (LDT13, 13)
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ANEXO 9 — Expans6es do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls): Acido 2-Acetdxi-6-pentadecilbenzoéico (LDT13, 13)
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ANEXO 10 - Espectro de RMN de

43
T9

112

13C (125 MHz, CDCls): Acido 2-Acetoxi-6-pentadecilbenzoico (LDT13, 13)
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ANEXO 11 - Espectro na regido do infravermelho (cm, KBr): 2-(Hidréximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 14)
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ANEXO 12 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDClz): 2-(Hidroximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 14)
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ANEXO 13 - Expansdes do Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 2-(Hidroximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 14)
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ANEXO 14 - Expansdes do Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 2-(Hidroximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 14)
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i || I | | FC 100
| | ]|
[ R
[ | | Y,
| i Vo
| 'l 1 | | | \ f
[ i [ ||I | V II
\ | |
| |
| | || I"‘I | II | | | |
| \ [ AR |
/ i Vo | l
/ | VoW | i
/ | l II v I| / I\
| II, | \ |
e .\\ / N / \
e ——— _/_/ S S e R - —
- - L 1 | — 1

T T T T T T T T T T
1.60 1.55 7.50 745 740 135 7.30 125 7.20 115 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 675 6.70 6.65 ppm



117

ANEXO 15 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDClz): 2-(Hidroximetil)-3-pentadecilfenol (LDT197, 14)
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ANEXO 16— Espectro na regiéo do infravermelho (cm, KBr): 2-(2-(Hidréximetil)-3-(pentadecil) fendxiacetato de etila (LDT457,

15)

\
3517, 11cnr?; 55,77%T

O
\/\|O(\O

2855,68cnr’; 39,11%T

2918.40cnr?; 19,96%T
=

OH

CisHa1

I
800,39cm-1; 73,34%T

A

1393,72cnm'; 66,96%T

1015, 47cnr?; 59 28%T

1.
'. 1465.15cm, 48.60%T 4409 g1cm; 57.57%T

1745,57cnr’; 40,04%T
\
1222 11cm-1; 29,92%T

3500

3000 2500
cnr?

2000 1500 1000 500450



119

ANEXO 17 — Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls): 2-(2-(Hidréximetil)-3-(pentadecil) fendxiacetato de etila (LDT457, 15)

g2sxEsgeny ZA ZHEE EE2 F2 - Acquisition Parame
JESI30% g IR BG4S ~EE Date 20160928
PR = = - - i o Time 9.45
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FIDRES 0157632
AQ 21719923 s¢
RG 90.5
DW 48,400 use
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O TDO i
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PL1 0.00 dB
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OH F2 - Processing param
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ANEXO 18 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls): 2-(2-(Hidréximetil)-3-(pentadecil) fendxiacetato de etila
(LDT457, 15)
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ANEXO 19 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls): 2-(2-(Hidréximetil)-3-(pentadecil) fendxiacetato de etila
(LDT457, 15)
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ANEXO 20 - Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls): 2-(2-(Hidroximetil)-3-(pentadecil) fendxiacetato de etila (LDT457, 15)
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ANEXO 21— Espectro na regi&o do infravermelho (cm, KBr): Acido 2-(2-Hidroximetil-3-pentadecil) fenoxiacético (LDT458, 16)
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ANEXO 22 - Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCls): Acido 2-(2-Hidroximetil-3-pentadecil) fendxiacético (LDT458, 16)
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ANEXO 23 — Expansdes do Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCls): Acido 2-(2-Hidréximetil-3-pentadecil) fenoxiacético (LDT458,

16)
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ANEXO 24 — Expansdes do Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCls): Acido 2-(2-Hidréximetil-3-pentadecil) fenoxiacético (LDT458,
16)

r 2n o e v - o0 )
g o 2 = & " = = Current Data Parameters
bk | b — . = b s = NAME GEHM D)
- - - - = = o 0= EXPN
PROCNG 1
F2 - Acquisition Parameters
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1
======== CHANNEL fl ===
NuCi 1H
Pl 1025 wec
300 dB
3001324010 MHz
sI
W s
X 0
GB 0
| PC 100
‘ | |
I P

T T T T T T T
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ANEXO 25 — Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCls): Acido 2-(2-Hidréximetil-3-pentadecil) fendxiacético (LDT458, 16)

i ~ o g S §8&® & 8§ S3-aR3&8NBaa
- —_ — —_——— - M~ I~ M~ I AR R
V] |
1} |
ot
Ci5H31

T T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 a0 20 10 0 ppm

T T
190 180 170 160



ANEXO 26— Espectro na regido do infravermelho (cm, KBr): 2-Hidréxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 17)
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ANEXO 27 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDClz): 2-Hidréxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 17)

2 smmmem s = = o .
EEw o o W = o = s Curent Data Parameiers

% EEEY R 22 £33 1 NAME  1dt 20_25-(6-15

= e dd S o ririra = EXPNO
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Date_ 20150925
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PROBHD 5 mm Dual 130/
PULPROG 8
™
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SOLVENT CDCIE
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Ds ]
SWH T183.908 Hr
FIDRES 0109618 Hx

AQ 4 5613556 sec
RG 453

oW 0,600 usec
DE 10,00 wec
TE 300.0 K

OH O B 1o

= CHANNEL f| ===
1H

NUCI
P 10.25 usec
e PL1 300 dB
O SFOI 3001324010 MHz
F2 - Processing ameers
si A
SF 3001300135 MHz
WDW EM
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C H LE 030 Hz
15M131 GE o
PC 100

i
.
L
.

Fo—
037 =

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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ANEXO 28 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 17)

= IZ=g 24 Corrent Dats Parameters
EF 528 =5 NAME 16129 350915
i i - BROCNO 1
| | | N
Vo v F2 — Acquisition Parameters
/ Vo V] Die_ 20150925
I ! Time 1651
INSTRUM 5
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PULPROG !.g
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NS 8
0§ il
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FIDRES 010918 He
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ow 60,600 wec
!J)[E_E 10,00 usec
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Tho 1
== CHANNELfl =—
NUCT i
Pl 1025 nc
PL1 370 dB
SFOI 3001324000 MHz
F2 — Processing parameters
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WOwW EM
S5B 0
LB 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
|
|
|
|
)
/ |
|
f { |
‘ | 1 | i
v\
1
— A
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ANEXO 29 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 17)

- = Cument Data Parameters
.‘—"‘: g2 g5 g7 NAME 16129 23-09-15
[ - = W - o .
i o ao ~ il
= o e S G O PROCNO i
F2 - Acquisition Parameters
Diate_ 20150923
Time 18.51
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PROBHDY 5 mm Dueal 1307
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DE 10.00 usec
TE 300.0 K
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DO 1
======== CHANNEL | ===
NUICT 1H
Pl 1025 uee
PL1 300 dB
SFO1 30001324010 MHz
F2 - Processing parameters
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SF 300.13001 35 MHz
WOW EM
S5B 1]
LB 0.30 Hz
GH 1]
’ PC 1.00
r | .
|| f 1 oA
| / |

| "
JUVI MNAL

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
745 740 735 730 725 720 715 70 705 .00 695 690 685 680 675 70 ea65 660 655 650 645 640 635 ppm
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ANEXO 30 - Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDCls): 2-Hidréxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 17)

r = o o0 w oo .
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NUC2 i
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3001

F2 - Processing parameters
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ANEXO 31 - Espectro na regido do infravermelho (cm, KBr): 2-(2-Carbetoximet6xi)-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT460, 18)
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ANEXO 32 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz): 2-(2-Carbetoximeto6xi)-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT460, 18)

S-EE moon = eRabry ZEIFER DAz
A58 2282 = "R ERLAAYL 223
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F2 — Acquisition Parame
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\/ O O DS 0
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C H TDO 1
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P1 9.40 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 45998030852
F2 — Processing parame
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SF 4996000194 M
WOW EM
SSB 0
LB 0.30Hz
GB 0
PC 1.00
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ANEXO 33 - Expansées do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz): 2-(2-Carbetoximetdxi)-6-pentadecilbenzoato de metila
(LDT460, 18)
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ANEXO 34 - Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls): 2-(2-Carbetoximetdxi)-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT460, 18)
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ANEXO 35 — Espectro na regido do infravermelho (cm, KBr): Acido 2-(2-(Carbometdxi)-3- pentadecilfendxiacético (LDT461, 19)
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ANEXO 36 — Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCls): Acido 2-(2-(Carbometdxi)-3- pentadecilfenoxiacético (LDT461, 19)
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F2 - Processing parameters
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ANEXO 37 — Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCls): Acido 2-(2-(Carbometdxi)-3- pentadecilfendxiacético (LDT461, 19)
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ANEXO 38 — Espectro na regido do infravermelho (cm, KBr): 2-(Hidréxicarbamoilmetéxi)-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT462,
21)
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& SEEGEREE 2 g SEEZ £ & BES Current Data Parameter
= R 5 2 523 a0 =z NAME GSH 25
EXPNO 1
W/ VoIV K
F2 — Acquisition Parame
Date_ 201680920
Time 17.05
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm EBI 1t
PULPROG Zg:30
TD 655368
SOLVENT CDCI3
H M5 8
DS 0
N FDHES ' O.yo78az.
A
HO~ (@) (@) AQ 3.1719923 se
RG 3e2
O DE 10:00 uses
.00 usec
O/ TE 303.4 K
[0} 1.00000000 s¢
TDO 1
======== CHANMNEL f1
CisH31 NUCH 1H
P1 9.40 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 4998030852
F2 - Processing parame
Sl J2768
SF 4998000194 N
WDW EM
SSB 0
LB 0.30Hz
GB 0
PC 1.00
3 g (g8 2 o 2 a2l |
o - == o A o L g «
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ANEXO 39 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDClz): 2-(Hidréxicarbamoilmetoxi)-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT462, 21)
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ANEXO 40 - Expansdes do Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs): 2-(Hidréxicarbamoilmetéxi)-6-pentadecilbenzoato de metila
(LDT462, 21)

& 7 gEF Current Data Parameter
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DW 48.400 use
DE 10.00 usec
TE 3034 K
D1 1.00000000 se
TDO 1
======== CHANNEL f1
NUCA 1H
P1 9.40 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 499.6030852
| F2 — Processing parame
Sl 32768
| SF 499.6000194
| WDW EM
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GB 0
,J | PC 1.00
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ANEXO 41 - Expansdes do Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCIs): 2-(Hidréxicarbamoilmetéxi)-6-pentadecilbenzoato de metila
(LDT462, 21)

= oo e o Current Data Parameter
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[ =g & g EXPNO 1
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SOLVENT CDCI3
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H FIDRES 0.157832
AQ 3.1719923 se
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oW 48.400 use
DE 10.00 usec
TE 3034 K
D1 1.00000000 s¢
‘ TDO 1
======== CHANNEL 1
NUCA 1H
P1 9.40 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 499.6030852
‘ F2 - Processing parame
i . =] 32768
f | It il SF 4996000194 N
I | - WDW EM
( | I N SSB 0
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o (1] (1 GB 0
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ANEXO 42 - Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls): 2-(Hidréxicarbamoilmetdxi)-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT462, 21)

o = o= =
g2 = & n ash= 8% oo+ o b o wrn®s®monUXs
o - o — =f o e - Tuen o = == TS A= LS Current Data Parameters
<< s = ooane oo ERe B # FEFSassasd:= NAME  GSH2s
| | ‘ I/ V] W/ \ | // PROGNO 1
| | F2 — Acquisition Parameters
Cata_ 20180521
Time
INSTRLUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BEB
PULPROG zgpg
TD B5536
SOLVENT CDCI3
NS 10240
DS 4
SWH 30030.020 Hz
H FIDRES  0.458222 Hz
AQ 1.0912244 sec
N RG T29B2
ow 16.650 usec
H O/ e) e) DE 10.00 usec
TE 208.0 K
| [1)] 200000000 sec
dii 0.03000000 sec
O DELTA  1.B0399938 sec
O/ TDD 1
======== CHAMMEL f| ========
MUC1 3ac
Pi 13.00 wsec
PL1 0,00 dB
C H SFO1 1256370824 MHz
151131 ======== CHAMMEL {2 ========
CPOPRG2 waltz16
NUGC2 1H
PCPD2 80.00 usec
PLZ 0.00 dB
PL12 18.60 dB
PL13 18.60 dB
SFO2 4906019884 MHz
F2 — Prooeasi rameters
sl I}Zr?ﬁga
SF 12562445958 MHe
WDW EM
S5B 1]
LB 1.00 He
GB Li]
PC 1.40
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ANEXO 43— Espectro na regi&o do infravermelho (cm, KBr): Acido 2-(2-Carbetoximetdxi)-6-pentadecilbenzoico (LDT463, 22)
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ANEXO 44 - Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCIs): Acido 2-(2-Carbetdximetoxi)-6-pentadecilbenzéico (LDT463, 22)
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ANEXO 45 — Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCls): Acido 2-(2-Carbetdximetoxi)-6-pentadecilbenzoéico (LDT463, 22)
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ANEXO 46- Espectro na regido do infravermelho (cm, KBr): N-Hidréxi-2-(2-(hidréximetil)-3-pentadecilfenéxiacetamida (LDT459,

23)
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ANEXO 47 — Espectro de RMN de *H (500 MHz, DMSO): N-Hidréxi-2-(2-(hidroximetil)-3-pentadecilfendxiacetamida (LDT459, 23)

':;. o o8 = W ok o e - - e g L= ]
g g g5zz8 g 2as Z ziaz £27232 Current Data Parameter
= = e ] G oA - i ZZZ3322 NAME GSH 27 (2)
EXPNO 1
V V VoW e
F2 - Acquisition Parame
Date_ 20161214
Time 10.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1t
PULPROG 2g30
D E5538
SOLVENT DMSC
NS 8
H Ds ]
SWH 10330.578
N FIDRES 0.157632
HO~ e) AQ 3.1719923 se
RG 1437
DwW 48.400 use
O DE 10.00 usec
TE 2087 K
O H D1 1.00000000 s¢
TDO 1
======== CHAMMEL f1
CysH B 9usec
g
1517l PL1 0.00 dB
SFO1 499.6030852
F2 - Processing parame
= 32768
SF 499.6000000 N
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

| s J b IJ

Y ¥

T T
1.0 105 100 935 9.0 85 80 1.5 7.0 6.5 6.0 33 50 45 40 kR 30 23 2.0 1.5 (K1} 0.5 ppm
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ANEXO 48 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO): N-Hidréxi-2-(2-(hidréximetil)-3-pentadecilfenéxiacetamida
(LDT459, 23)

geo o= & E58 Current Data Parameter
€z X 3 A NAME — GSH 27 (2)
= g =+ T EXPNO 1
\ / '. .'I PROCNO 1
{ |||| F2 — Acquisition Parame
Date_ 20161214
Time 10.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1+
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT DMSC
NS a
DS 0
SWH 10330.578 ¢
FIDRES 0.157632
A 3.1719923 se
RG 1437
oW 48.400 use
DE 10.00 usec
TE 298.7 K
2}l 1.00000000 se
TDO 1
======== CHANNEL f1
L NUCH 1H
P1 9.40 usec
PL1 0.00 dB
H SFO1 499.6030852
’ | F2 - Processing parame
‘ sl 32768
]| | SF 499.6000000 M
\ | | WDW EM
H | | I | B 030
i I al | GB 0
_ _J N S FC 1.00
1 1 L 1 g
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ANEXO 49 - Espectro de RMN de 3C (125 MHz, DMSO): N-Hidréxi-2-(2-(hidroximetil)-3-pentadecilfendxiacetamida (LDT459, 23)

3 2 o G983 = ¥ moug-—uE—nwom= =S
+ ' i o B~ o S g ZfEounoa=mgodIacan=a
2 7 = S = E RAFFRAFRALA--A8S8AC
| VI NS
H
N
OH
CisH31
T 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 an &0 70 6l S0 40 30 20 1m0 0 -10 ppm

Current Data Paramaters
NAME GSH 27 (2)
PHC 2

PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters

Dats_ 2018121

Tima 10.47

INSTRUM spact

PROBHD_ 5 mm BBI 1H-BB

PULPROG z0pg

D 65536

SOLVENT DMSOD

NS 024

DS

SWH 30030.028 Hz

FIDRES 10458222 He

AQ 1.0912244 sec

RG 32768

ow 16.850 usec

CE 10.00 ussc

TE 2989 K

o1 2.00000000 sac

d11 0.03000000 sec

DELTA 1.80990098 sec

TDO 1

z===== GHANNEL {1l ====

NUG1 13C

P1 13.00 usec

PL1 0.00 dB

SFO1 1256370824 MHz

======== CHANMEL f2 =====

CPOPRG2 waltz16
ucz 1H

PCPD2 80.00 usec

pPL2 0.00 dB

PL1Z2 18.60 dB

PL13 18.60 4B

SFO2 490 6019984 MHz

F2 — Processing parame rs

sl 32768

SF 125 6245767 MHz

WDW EM

S5B 0

LB 300 He

GB 1]

PC 1.40
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ANEXO 50— Espectro na regi&o do infravermelho (cm, KBr): Acido 2-(Carboximetoxi)-6-pentadecilbenzdico (LDT464, 24)
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ANEXO 51 — Espectro de RMN de 1H (500 MHz, DMSO): Acido 2-(Carboximetoxi)-6-pentadecilbenzdéico (LDT464, 24)

£5E zday g g g8 z g B2%%
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - AcquisitionaF'aran'be
1

Date_ 20161214
Time 13.18
INSTRUM spect

PROBHD 5 mm BBI 1t
PULPROG zg30
TD 65536

HO SOLVENT DMSC
O NS 8
DS 0

| | SWH 10330.578

O

@) FIDRES 0.157632
AQ 3.1719923 se
OH RG 1437
DW 48.400 use
DE 10.00 usec
TE 2976 K
C+=H D1 1.00000000 s¢
15M131 TDO 1
======== CHANNEL f1
NUCH H
P1 9.40 usec
PL1 0.00 dB

SFO1 499.8030852

F2 — Processing parame

Sl 32768

SF 499.6000000 N
WDW EM
S5B 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

4.44

15 7.0 6.5 6.0 3.5 50 4.5 4.0 5 30 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm
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ANEXO 52 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO): Acido 2-(Carboximetoxi)-6-pentadecilbenzdico (LDT464,

24)

Current Data Parameter

2E 2 S 28%
aR " 5] EE S NAME GSH28(2)
i i - - Sodc EXPNO 1
| \ ‘ / PROCNO 1
| | F2 —ACqUISItIUn Parame
Date_ 20161214
Time 13.18

INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBl 1+

| PULPROG 2930
| 5] 65536
SOLVENT DMSC
NS 8
‘ DS 0
SWH 10330.578 |
FIDRES  0.157632
AQ 3.1719923 se
AG 1437
DW 48.400 use
| DE 10.00 usec
TE 2976 K
| D1 1.00000000 s
| TDO 1
| —————=——- CHANNEL f1
NUCT 1H
| P1 9.40 usec
PL1 0.00 0B
SFO1 4996030852

F2 - Processing parame

|' sl 32768
| | ‘ SF 499.6000000 h
| WD EN
[ I SSB 0
| | \ LB 0.30 Hz
| ' GB 0

PC 1.00
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ANEXO 53 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO): Acido 2-(Carboximetoxi)-6-pentadecilbenzdico (LDT464,
24)

29
~

Current Data Parameter
NA| GSH 28 (2)
EXPNO 1
PROCNO 1

7
7
2138

+ O
b

~ o

74
7.2
— 6,547

— 683
— 67629
6.746
m

F2 - Acquisition Parame
Date_ 20161214
Time 13.18
INSTRUM spect
PROBHD 5 mmBBI 1t
PULPROG . E%930

TD 655,
SOLVENT DMSC
NS 8

DS 0
SWH 10330.578 +
FIDRES  0.15/832
| | A AQ 3.1719923 s¢
] 143.
| ||| | I ow 48400 use
|| | I | | || TE 076K
| || || | ” %0 l.oono1oooose
| || A | || || | || | I ———=———— CHANNEL f{
] | i POl ga0usec
A I\ (/1 PL1 0.00 B
AN | | | RV SFO1  499.6030852
|I U IUI |II IlI II J.'I l'u gf-Prooesgg_?Bgarame
/ \ /." \ Sk, o800
. f/ _ SSB 0
— _,_,._/ \¥~——_——-—-'H—-/\—HWM,_._,_.,H___q__w____,_‘__ﬂ___m__n_d_w___ﬂ__;, — g Ié% U.%U Hz
PC 1.00

T T T T T
7.30 125 7.20 115 710 1.05 1.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 &670 ppm
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ANEXO 54 — Espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO): Acido 2-(Carboximetdxi)-6-pentadecilbenzoico (LDT464, 24)

Current Data Parameters

Tg = > 52 £ o -
S of = = o W= = - §E NAME GSH28(2)
= " . i ) = = = EXPNO 2
L PROCNG i
/
Vi ‘ F2 — Acquisition Parameters
il Date_ 612

Time 1413
INETRUM spect
PROBHD 5 mm BEI 1H-BB
PULPROG zgpg

e 65536
SOLVENT DMEO
NS 1024

DS 4

SWH 30030.020 Hz
FIDRES 10458222 Hz

HO AD 1.0812244 sac
O RG 32768
ow 16.650 usec
DE 10.00 usec
207 6K

— O

TE 7.
O D1 200000000 sec
i1 0.03000000 sec
OH DELTA 180999908 sac
00 1
======== CHANMEL i ===—==—==
NUC 13C
CasHar .
1 .00 d
SFO1 1258370824 MHz

======== CHANMNEL {2 =====
CPOPRG2 waltz186
NUC2 1H

PCPD2 80.00 usec
PL2 0.00 2B
PL12 18.60 dB

PL13 18.20 dB
SFO2 4%0 601384 MHz

F2 - Proce ssi rameiers

i 32768

SF 1256245757 MHz
W EM

WD

S5B 0
LB 300 Hz
GB 1]
PG 1.40

T T
200 190 180 170 16l 150 140 130 1200 110 100 90 80 70 a0 50 40 30 20 10 0 =10 ppm
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ANEXO 55— Espectro na regi&o do infravermelho (cm, KBr): Acido 2-(Hidroxicarbamoilmetdxi)-6-pentadecilbenzoico (LDT465, 25)
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ANEXO 56 — Espectro de RMN de 1H (500 MHz, DMSO): Acido 2-(Hidroxicarbamoilmetdxi)-6-pentadecilbenzoico (LDT465, 25)

= £ GEZE55 = = - 3

g 5 Bigssd E £ F0E z Current Data Parameter

= = FLRRR e o 3 - e P - NAME GSH 29 (2)
EXPNO 1
PROCMO 1

F2 - Acquisition Parame

Date. = 20161214
Time 15.12
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1+
PULPROG 2930
H D 65536
SOLVENT DMSC
P N NS 8
DS 0
HO 0 o) SWH 10330.578 ¢
FIDRES  0.157632
AQ 3.1719923 se
O RG 1437
OH DW 48.400 use
DE 10.00 usec
TE 297.0K
D1 1,00000000 s
D 1
CisH3; === === CHANNEL f1
NUC1 1H
P 9.40 usec
PL1 0.00 0B

SFO1 499.6030852

F2 - Processing parame
=] 32768

SF 4996000000 N
wDw EM
SSB 1]

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Y ¢ U_
L

T T T T
10.5 10.0 9.5 9.0 85 8.0 15 7.0 6.5 6.0 5.5 50 45 40 35 30 25 20

-
o
G




ANEXO 57 — Espectro de RMN de 13C (125 MHz, DMSO): Acido 2-(Hidréxicarbamoilmetoxi)-6-pentadecilbenzéico (LDT465, 25)

= o= ] = I o Wy
23 = S Swvo b K 2RErEZsEs=S2RUEss
£ = v = b s = E SR FzEadsRlBsnssdz
1T {22
| /
HO~ m/\ o O
CisH3g
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1940 180 170 160 150 140 130 1200 110 100 a0 80 70 6l 50 40 30 20 10 L] =10 ppm

Current Data Parameters
MNAME GSH 20 (2)
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 — Acquisifion Parameters
Date_ 20161214

Time_ 16.06
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BEI 1H-BB
PULPROG zopg

D 65536
SOLVENT DMSO

NS 024

Ds

SWH 30030.020 Hz
FIDRES 0.458222 He
AQ 1.0812244 sec
RG 32TEB

ow 16.650 usec
DE 10.00 usec

TE 297 1K

D1 200000000 sec
dii 0.03000000 sec
DELTA 1.809800%8 sac
TDO 1

======== CHANMNEL fi =====
NUG1 13C

F1 13.00 usac

PL1 0.00 dB

SFO1 1256370824 MHz
======== CHANMNEL {2 ====

CPDPRG2 waltz16
NUGC2 1H

PCPD2 80.00 usec
PL2 0.00 dB

PL12 18.60 dB
PL13 18.60 dB
SFO2 499.6019384 MHz

EIE F'ruc\esslr‘_g :Jalar'etals

SF 25 52451::8 MHz
WDw EM

SSB 0

LB 1.00 Hz

GB a

PC 1.40
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ANEXO 58 — Espectro de RMN de 1H (500 MHz, CDCls): Ester metil 7-(fenilcarbamoil)heptanoato (intermediario do SAHA)

CHgo)W\)L N
H " "

.E:: 2 E: % 2 g‘é rEl- £ 'g é ;"ﬁ é Gurrent Data Parameter

e @& AN —==9 e 1 & NAME GSH 23

o i R e n EXPNO 1
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parame
Date_ 20180613
Time 13.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm EBBI 1}
PULFROG 7930

TD 65536
SOLVENT CDCI3
NS ]

DS 1]

SWH 10330.578
FIDRES 0.157832
AQ 3.1719923 se
RG 362

DwW 48.400 use
DE 10.00 usec
TE 2996 K

D1 1.00000000 s¢
TDO 1
======== CHANNEL 1
NUCA iH

P1 9.40 usec
PL1

.00 dB
SFO1 499.6030852

‘ “ F2 — Processing parame

sl 32768
SF 499 6000194 N
| WDW EM
| SSB 0
| LB 0.30 Hz
r GB 0
| PC 1.00

A

Y

il
T T T T T T T T T T L T T T
15 1.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 0 25 20 1.5 L0 0s ppm

ol
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ANEXO 59 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls): Ester metil 7-(fenilcarbamoil)heptanoato (intermediario do
SAHA)

_|
~

= =EQF =] = Current Data Parameter
2 E¥IE = = NAME GSH 23
= === - = EXPNO 1
\ ‘ ] PROCNO 1
| F2 — Acquisition Parame
Date_ = 20160613
Time 13.42
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1+
Il PULPROG 2930
D 65536
|| SOLVENT CDCI3
NS 8
DS 0
SWH 10330.578 t
FIDRES  0.15/832
| | AQ 3.1719923 se
AG 362
DW 48.400 use
| | | DE 10.00 usec
TE 299.6 K
[ N D1 1.00000000 se
R Il | TDO 1
[ [ ———————= CHANNEL f1
ﬂ | [ NUCA 1H
| ! P1 9.40 usec
| | | [ | PL1 0.00 dB
1 499,
‘ || | [ SFO 99.6030852
‘ | ‘ | ' | || F2 — Processing parame
| | f [ sl 32768
|| [ | | | SF 499.6000194 h
‘ | | | I WDwW EM
[ | | | | [ SSB 0
| || | [ [ B 0.30 Hz
‘ l] \ | | [ GB 0
\ i | [ PC 1.00
f '
| I| |I . I| .II
| ' | | '.I | [ .‘I ',I
| 'I \ | ‘I [ \
| | |I | \ { \ i
| | 1 ||

T T T AR EEE RS RS R E S EE s EE L e L
250 245 240 235 230 225 220 215 210 205 200 195 190 185 1.80 175 170 1

T T R manEs s
65 LeD 155 150 145 140 135 130 1.25
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ANEXO 60 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls): Ester metil 7-(fenilcarbamoil)heptanoato (intermediario do
SAHA)

- o = [ I e
g2 w2 E Z g g Current Data Parameter
"o s &= & & S NAME GSH 23
- o~ ~ ~ r~ [ ~ r~ EXPNO 1
‘ ‘ ‘ PROCNO 1
F2 - Acquisition Parame
Date_ 20160613
Time 13.42
| INSTRUM spect
| PROBHD 5 mm BBI 1}
PULPROG 230
D 65536
SOLVENT CDCI3
NS 8
DS 0
SWH 10330.578
FIDRES  0.157632
AQ 3.1719923 se
RG 362
DW 48.400 use
‘ DE 10.00 usec
TE 2998 K
D1 1.00000000 s¢
. ‘ DO 1
|
|"'| | |I ———==——= CHANNEL f1
I | NUCH 1H
f | | P1 9.40 usec
il [ PL1 0.00 0B
M | [ | SFO1  400.8030852
| \ || l | | | F2 - Processing parame
[V iy | S| 32768
| | AN SF 499.6000194 A
| AT | N WDW EM
I | [ \ | f\ SSB 0
| | f | | | [ L8 0.30 Hz
| \ | | | [ GB 0
[ l | | [ Al PC 1.00
| I| | \ | v




ANEXO 61 — Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCls): Ester metil 7-(fenilcarbamoil)heptanoato (intermediario do SAHA)

ﬁ:i: ::j;:‘.\ & o oo o 010wl o
-+ = & o TS = ==omn R
=5 g99= ERE b FEEBE4A Current Data Parameters
11 | | E GEH23
1 [ EXPNO
| [ | II II PROCHND i
F2 - Acguisifion Parameiers
Diate_ 20180613
Time 15.30
INSTRUM apect
PROBHD 5 mm BEI 1H-EB
PULPROG zZgpg
D E5536
SOLVENT CDCI3
NS 2048
O E
SWH 30030.020 Hz
FIDRES 0.458222 Hz
AD 1.0912244 sec
RG 32768
ow 16.650 usac
CHSO 2 N DE 10.00 usec
TE 209.0 K
H D1 200000000 sac
dii 0.03000000 sac
DELTA 1.80900098 sec
TDO 1
======== CHANNEL fi ===
NUC1 130
Pi 13.00 usec

PL1 0.00 dB
SFO1 125.6370824 MHz

S5F02 4%0 501 %084 MHz

F2 - Proocessing parameiers
32768

sl T

5F 1256244958 MHz
WDwW EM

558 0

LB 1.00 He

GB i)

PC 1.40

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 7o 160 150 140 130 120 1100 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 =10 ppm

======= GHANNEL {2 ====
CPDPRG2 waltz18

NUC2 1H

PCPD2 B0.00 usac

PL2 0.00 dB

PL12 18.60 dB

PL13 18.60 dB
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ANEXO 62 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO): N-Hidréxi-N-fenil-octanediamida (SAHA, 20)

o
- - _ - O — - = .

d E & Eﬁgz?"-c:fg“ = grgr:li-*-r--’(zr:'%r;:c:ﬁﬁﬁg Current Dats Parameters
s = 2 REANAZZE FORESFROSRIEEARESSS NAME " SAHA
= = o = = e T = =~ =~ W e e e e - - = - - PROCKO ;

l‘ | / \ / | F2 - Acquisition Psrameters

| | \ | | Date_ 20160715

| I Time B.51

INSTRUM §

PROBHD 5 mm Dual 1307

PULPROG g

y 65336
SOLVENT M5S0
NS 8

0
SWH T183.008 Hr
FIDRES 0100518 He
AQ 45613356 sac
R 4n3

oW A5.600 wec
O O DE 10.00 usec
TE 3000 K
Di 100000000 sac
| | | oo i
O H —=—— CHANNEL fl ——=
H ~ NUCH 1H
N Pl 1025 wec

PL1 300 dB
SFO1 30M11324010 MHz

F1 - Processing parameters

sI 3776l

SF 300.1300012 MHz
WOW EM

SEB 1]

LB .30 Hz

GB 1]

PC 100

|
l '| 4’! | M 'J

|
L_.W_Jl . L _Jl L' B \‘L.__J«JI \u L U lL%

B S | 1 NN - 1 (- 1 (N

T T T
10.5 10.0 9.5 9.0 85 20 15 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 15 30 15 20 L5 L0 05  ppm




ANEXO 63 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO): N-Hidréxi-N-fenil-octanediamida (SAHA, 20)

Current Dats Parameters
iz 232 geE 288 2g Hro
254 Eag=a= FEL FZE a8 PROCNO 1
R === - 2 e a3
T T F2 - Acquisition Paramsters

| | Dae 20160713
(W me 85I
| INSTRUM  spect
PROBHD 5 mm Dual 130/
PULPROG g
i 0 eSS
T SOLVENT DMS0
|U| NS §
| DS
SWH
‘ | | FIDRES
AQ
| RG
| 4 DW
1 DE 0.00
T 00,0
| ‘ m 1.00000000 52
1
| =—=—— CHANNEL fl =——=
NUCT 1H
P 1025 uec
| L 3100 dB
| SFON 3001324010 MHz
! | | arameters
| | SF - 300.1300012 MHz
| Wow EM
| S5B 0
i ‘ LB 030 Hr
! | | GB [
IF‘| it | | e 100
‘ ‘ | ‘ ‘ ” 1 |I I| [
1
| W | oy M | |
RUBIRT ! |
LT RV T (
| [ | n v | |
|‘ | I \ | | \
“l | | | 'I 'k/l I| / |
\ | I U | | | [ |
| ' | v |I ‘| f |
| | | f | (I \
| | | f \ |
' ' ' / 4 .
| \ f \ 7 \
/ !

S N '\ N

o [ I [ I S S
— 7T-r_rf T = T =i —
= =
] i -
T T T

=
T

T T T T T
3 210 205 200 195 190 185

=

T T T T T T T T T T T T T T T T
180 175 170 163 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105

T
ppm
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ANEXO 64 — Expansdes do Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO): N-Hidréxi-N-fenil-octanediamida (SAHA, 20)

5842
7.5583

7.

e e el e AT T

L

W

-
T

v @ =
% F o=
= -
Ao
~ oo

1
i

TA344
— 7.0099
6.9851

Curmrent Datz Parameters
NAME SAHA

EXPNOY 1
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20160715

Time 851
INSTRUM 5]
PROBHD 5 mm Dl 1307
PULPROG g

T 65536
SOLVENT DMS0
NS 3

s 0

SWH 7183 008 He
FIDRES 0100618 He
A 4.5613556 sec
RG 403

Dw GE.600 wec

DE 10.00 usec

TE 000K

5} 100000000 sec

DO 1

====== CHANNEL fl ===
NuC1 1H

" 1025 nec

L1

300 dB
SFO1 30011324010 MHz
- I’vmessinn&mnrten
SI 327,
SF 3001300012 MHz
WDW EM

SSB o
LB .30 Hz
GB []
rC 100

T T T T
785 780 775 770 765 760 755

T T T T T T T T T T T T T T T T
745 740 735 T30 725 720 745 710 705 7.0 695 690 685 680 a75 670

ppm
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ANEXO 65 — Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CDCls): N-Hidréxi-N-fenil-octanediamida (SAHA, 20)

gg ﬁ % Eg = i~ & — MW = 0 =
] o] © oS mq&nmmﬁ_ﬂmmg
g 2 & 2C EE R
I| |
!
HO\ WH
> N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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ANEXO 66 — Espectro de Massa (TOF MS, m/z):N-Hidroxi-N-fenil-octanediamida (SAHA, 20)

Spectrum from Romeiro@17jun1615.wiff (sample 2) - SAHA, Experiment 1, +TOF MS (100 - 1000) from 0.393 to 0.514 min, sub d by (S...sub d by (S from Romei 7un161.wiff (sample 4) - Metanol, Experiment 1, +TOF MS (100 - 1000) from 0.414 to 0.497 min)
4565 287.1372
4.0e5
35e5
3.0e5 |C) c|)
2 255 HO\ H
i N ; N
2.0e5 H
1.5¢5
1.0e5
251548 | 7581400
2064 266.1578
2321328 3091182
U,Oeﬂ’ | L oL L
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Mass/Charge, Da
Found elemental compositions MS Detais | MSMS Details | Compound Details|
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