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RESUMO

BENETTI, Daniella Angela. Sintese e Avaliacdo Da Atividade Antimalarica De
Novos Inibidores De Histona Desacetilases Planejados a Partir Do Cardanol.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Tropical) — Nucleo de Medicina Tropical.

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

A maléaria, doenca que acomete cerca de 200 milhdes de pessoas no mundo, &
causada pelo parasito Plasmodium. O ciclo bioldgico do parasito dentro do hospedeiro
envolve a transcricdo de genes importantes para sua viruléncia e sobrevivéncia via
processos epigenéticos, dentre os quais a acetilagdo e a desacetilagdo de histonas.
Desta forma, o desenvolvimento de inibidores histona desacetilase (IHDACSs) tem sido
explorado visando interromper o ciclo de vida do parasito. A mistura de cardanois —
principal componente do liquido da casca da castanha do caju industrial — tem sido
utilizada em diversos segmentos e no planejamento racional de agentes terapéuticos
como novos IHDACs. Descrevemos neste trabalho a sintese e avaliacdo de novos
hidroxamatos planejados a partir do cardanol. Neste sentido, oito intermediarios e
cinco derivados-alvo foram sintetizados em rendimentos que variaram de 31 % a 83
% e caracterizados por RMN. A avaliacéo preliminar frente a onze HDACs humanas
revelou perfil de inibicdo para HDAC6 (50 % a 92 %) e HDAC11 (53 % a 81%) com
destaque para o derivado LDT705 (38) que também mostrou inibicio moderada para
HDACS8 (58 %). Os derivados-alvo apresentaram atividade antimalarica com Clso
variando de 3,6 = 1,0 uM a 20,2 + 4,6 uM em cultura de Plasmodium falciparum. A
determinacdo dos valores de DLMso em linhagem celular BMG (18,1 uM e 57,8uM)
permitiu o calculo dos indices de seletividade (IS), com destaque para o derivado
LDT706 (39) como unico considerado atoxico. Este estudo compreendeu a sintese e
caracterizacdo de novas entidades quimicas planejadas a partir da mistura de
cardanois — fonte biodegradavel, renovavel e de baixo custo — e avaliacao preliminar
dos percentuais de inibicdo enziméatica de HDACs humanas bem como das atividades
antimalarica em cultura de Plasmodium falciparum e dos perfis de citotoxidade e
seletividade.

Palavras-chave: Malaria, Plasmodium falciparum, epigenética, iHDACs, cardanol,
LCC



ABSTRACT

Malaria, a disease that affects about 200 million people worldwide, is caused by the
parasite Plasmodium. The biological cycle of the parasite inside the host involves the
transcription of important genes for its virulence and survival through epigenetic
processes, among which acetylation and histone deacetylation. Thus, the development
of histone deacetylase inhibitors (HDACI) has been explored in order to interrupt the
life cycle of the parasite. The mixture of cardanols — the main component of the cashew
nutshell liqguid — has been used in several segments and in the rational design of
therapeutic agents as novel HDACi. We describe in this work the synthesis and
evaluation of novel hydroxamates planned from the cardanol. In this sense, eight
intermediates and five target-derivatives were synthesized in yields ranging from 31 %
to 83 % and characterized by NMR. Preliminary evaluation against eleven human
HDACSs revealed inhibition profiles for HDAC6 (50% to 92%) and HDAC11 (53% to
81%) with emphasis on the derivative LDT705 (38), which also showed moderate
inhibition for HDACS8 (58%). The target-derivatives presented antimalarial activity with
ICso ranging from 3.6 £ 1.0 yM to 20.2 £ 4.6 uM in Plasmodium falciparum culture. The
determination of MLDso values in BMG cell line (18.1 yM and 57.8 pM) allowed the
calculation of selectivity indexes (IS), with LDT706 (39) being the only one considered
to be non-toxic. This study comprised the synthesis and characterization of new
chemical entities planned from the mixture of cardanols — a biodegradable, renewable
and of low cost source — and preliminary evaluation of the percentages of enzymatic
inhibition of human HDACs as well as the antimalarial activities in culture of
Plasmodium falciparum and cytotoxicity and selectivity profiles.

Keywords: Malaria, Plasmodium falciparum, epigenetics, HDACI, cardanol, CNSL
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1. INTRODUCAO

A malaria, uma das doencas parasitarias de maior emergéncia em paises
tropicais, tem como agentes etiologicos protozoarios do género Plasmodium e é
transmitida ao homem pela picada de mosquito do género Anopheles. Ha atualmente
seis espécies de parasitos que causam a maléria em seres humanos, e duas destas
espécies — P. falciparum e P. vivax — representam maior ameaca a saude mundial
(BRABB et al.,, 2012). Outras espécies conhecidas por infectarem macacos, P.
knowlesi no Sudoeste da Africa (AHMED, 2015) e P. simium (BRASIL et al., 2017) na
regido da Mata Atlantica no Rio de Janeiro, tém sido identificadas em humanos e
relacionadas a casos mais severos da doenca.

Fatores como a auséncia de vacinas eficazes, a diminuicdo da efetividade de
mosquiteiros tratados com inseticidas e 0 aumento da resisténcia, principalmente
entre os mosquitos na Africa (RANSON et al., 2011), vem tonando o controle da
malaria dependente de tratamentos farmacologicos (SANTOS; TORRES, 2013). Entre
0S agentes antimalaricos — classificados de acordo com classe quimica, pelo
mecanismo de ac¢do ou estagio do ciclo de vida do parasito — estdo disponiveis as
quinolinas, os antifolatos e derivados de artemisininas, administrados sozinhos ou em
combinacgao (STAINES; KRISHNA, 2012).

Uma vez que a resisténcia aos medicamentos existentes — preocupagao para
pesquisadores e autoridades de saude — tem sido observado para espécies como P.
falciparum, o desenvolvimento de novos compostos que combatam a doenca tem se
intensificado (BUENO et al., 2014). Estudos tém utilizado da epigenética para explicar
o desenvolvimento do parasito no hospedeiro bem como no desenvolvimento de
novas moléculas como os inibidores de histonas desacetilases (COLEMAN;
DURAISINGH, 2008; CUI; MIAO, 2010).

Os lipideos fendlicos encontrados no liquido da casca da castanha de caju
(LCC) apresentam requisitos estruturais relevantes ao reconhecimento molecular por
diferentes alvos terapéuticos sendo, portanto, explorado no planejamento racional de
candidatos a agentes terapéuticos em nosso grupo (LEMES et al., 2016)

Este trabalho consiste na obtencdo de novas moléculas planejadas a partir do
cardanol, um dos principais componentes do LCC, por meio do planejamento, sintese
e avaliagdo in vitro frente a HDACs humanas bem como correlagédo a seu perfil

antimalarico em culturas de Plasmodium falciparum.



1.1. Dados epidemiol6gicos

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de 2016, um namero
estimado em 216 milhdes de casos de malaria ocorreu em 91 paises; 5 milhdes a
mais comparado ao ano anterior. A maioria destes casos ocorreu na Regido Africana
(90 %), seguido do sudeste Asiatico (7 %) e do Mediterraneo Oriental (2 %). Ainda no
mesmo ano foram estimadas cerca de 445 mil mortes pela doenga com 91 % dos
6bitos concentrados na regido Subsaariana Africana, com excecdo da india (WHO,
2017).

A OMS tem buscado a eliminacdo da doenca em diversos paises em
colaboracéo a programas governamentais e estratégias mundiais de erradicacdo. A
Estratégia Técnica Global para a Malaria 2016-2030, adotada pela Assembleia
Mundial da Saude em maio de 2015, fornece um quadro abrangente para orientacédo
aos paises em seus esforcos para acelerar o progresso da erradicacdo da malaria,
com reducgéo da incidéncia global da doenca e das taxas de mortalidade em pelo
menos 90 % até 2030. Em 2016 foram identificados 21 paises com o potencial de
eliminacdo da malaria para o ano de 2020 — conhecidos por paises E-2020 —
entretanto, 11 destes relataram aumento de casos comparado ao ano de 2015 (WHO,
2017).

Na regido das Américas, o Brasil representa cerca de 18 % dos casos
estimados, com 124.180 confirmados e reducéo de 72 % dos relatos para Plasmodium
falciparum entre os anos de 2010 e 2016. Territorialmente, aproximadamente 45 %
dos casos de malaria vém de municipios do Acre e Amazonas (WHO, 2017).

A espécie Plasmodium falciparum é a mais prevalente na Africa Subsariana,
representando 99% dos casos de malaria, enquanto a espécie P. vivax €
predominante na regido das Américas (64 %), no sudeste da Asia (acima de 30 %) e

nas regides do Mediterrdneo Oriental (40 %).
1.2.Ciclo de vida parasitario

O ciclo de vida do Plasmodium no ser humano tem inicio com a picada do
mosquito Anopheles fémea que, ao se alimentar do sangue do hospedeiro, injeta a
forma infectante do parasito presente em sua saliva, 0s esporozoitos. Estes, por sua

vez, invadem e se replicam primeiramente em hepatocitos antes de se diferenciarem



em merozoitos, capazes de entrar no ciclo intra-eritrocitario. A fase hepatica do ciclo
dura de 8 a 25 dias, correspondente ao periodo de incubacdo da doenca, e apds este
periodo 0s merozoitos passam para a corrente sanguinea e invadem as hemacias.
Dentro dos eritrécitos eles se desenvolvem em trofozoitos (imaturos na forma de anel
e maduros) e depois esquizontes em 48 horas (P. falciparum, P. vivax e P. ovale) ou
72 horas (P. malariae). Depois de fragmentar a membrana da célula hospedeira por
digestdo enzimatica, um nimero de 24 a 32 merozoitos sdo capazes de infectar novos
eritrocitos. Este ciclo de invasao e crescimento em eritrécitos produz uma biomassa
parasitaria que aumenta rapidamente, causando febre e levando a processos
patolégicos como a perda de eritrécitos (anemia) e sequestro de eritrécitos infectados
em leitos microvasculares (malaria cerebral) (Figura 1) (BRABB et al., 2012).

Figura 1: Ciclo de vida do Plasmodium. Fonte: Centers for Disease Control and Prevention —
site (Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention — site)
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1.3. Fisiopatologia da malaria

Uma vez inseridos na corrente sanguinea do hospedeiro na forma de
esporozoitos parte dos parasitos € destruida por macrofagos locais, enquanto outros
migram pelos vasos linfaticos e grande parte atinge o figado por meio dos vasos
sanguineos. No figado, os esporozoitos transitam pelas células e invadem os
hepatocitos via formacéo de vacuolos parasitoforos até estabilizacdo em célula para
replicacdo em esquizonte seguida da liberacdo de milhares de merozoitos. Esta fase
hepatocitica € silenciosa e ndo apresenta sintomas (VAUGHAN; ALY; KAPPE, 2009).

Desta forma, os merozoitos presentes na corrente sanguinea reconhecem,
atacam e invadem os eritrocitos em processo de cerca de 60 segundos. O
reconhecimento ocorre por meio de diversos processos bioquimicos que envolve
proteinas presentes na superficie do parasito e na membrana celular dos eritrocitos.
Uma vez reconhecido, ha a reorientacdo do merozoito para que a extremidade apical
do parasito interaja com a célula, facilitando sua invasdo por meio de mecanismos
como o motor actina-miosina e a formacao do vacuolo parasitorofo. Apos a invasao,
0S merozoitos iniciam a esquizogonia eritrocitica, gerando mais merozoitos além de
suas formas reprodutivas (COWMAN; CRABB, 2006).

A saida do parasito envolve aumento subito na presséao intracelular no final do
ciclo do estagio sanguineo, em conjunto com alteracbes bioquimicas que
desestabilizam o citoesqueleto da célula infectada, e estes combinam-se para
promover um evento explosivo lisando a célula e liberando milhares de merozoitos.
Este processo de lise dos eritrcitos € responsavel pelos principais sintomas da
doenca (febre e anemia) (GLUSHAKOVA et al., 2005).

Na infeccdo por Plasmodium falciparum, os eritrécitos infectados né&o
permanecem na circulagao por todo o ciclo de vida. Apos cerca de 24 horas, quando
0S parasitos jovens se maturam da forma de anel para forma trofozoita madura, as
células vermelhas infectadas aderem as células endoteliais na microcirculacdo de
diversos 6rgdos. A este processo da-se o nome de sequestro ou citoaderéncia —
principal fendmeno relacionado a fisiopatologia da doenga — que causa obstrucdo da
circulagdo, diminuicdo da perfusao tecidual e debilitagcdo da ativacdo do sistema
imune (AUTINO et al., 2012).

Diversas moléculas provenientes do parasito e ligantes nas células eritrocitarias
estdo associados a citoaderéncia das células infectadas ao endotélio. Entre eles, a
proteina rica em histidina de P. falciparum (PfHRP) e a proteina de membrana



eritrocitaria 1 (PfEMP1) possuem importantes funcdes. PfHRP esta relacionado com
a criacdo de knobs, pequenas protuberancias que aparecem na superficie de células
vermelhas infectadas; enquanto PfEMP1, proteina multimérica codificada pelo gene
var (variante), sobressai dos knobs e desempenha papel importante no sequestro das
células infectadas para outros oOrgdos de importancia vital para o hospedeiro
(WATERMEYER et al., 2016).

Algumas moléculas presentes na superficie das células endoteliais — ICAM-1,
CD36, VACM-1 e ELAM-1 - funcionam como receptoras para as hemacias
parasitadas realizarem a adeséo. Desta forma facilitam o acamulo de eritrocitos, que
blogueiam a passagem de luz dos capilares; aumentam a permeabilidade, com perda
de fluidos e proteinas; e promovem andxia com consequente edema dos tecidos
(CHAKRAVORTY; HUGHES; CRAIG, 2008; PAL et al., 2016). Outro importante
fenbmeno € a formacédo de rosetas, em que hemacias ndo parasitadas aderem as
células infectadas criando estruturas rigidas presentes tanto na malaria severa quanto
nas formas ndo complicadas (HORATA et al.,, 2009). A citoaderéncia leva ao
sequestro dos parasitos em varios 6rgaos tais como o coracao, pulmao, cérebro,
figado, rins, intestino, tecido adiposo, tecido subcutaneo e da placenta. O sequestro
crescente do parasito nestes tecidos fornece ambiente venoso mais adequado para a
maturacdo enquanto que a adesdo ao endotélio permite escapar da eliminacao pelo
baco e se ocultar do sistema imunologico (FONAGER et al., 2012). Estes fatores
levam ao aumento da carga parasitaria em que apenas trofozoitos em estagio de anel
sdo detectados em circulacdo no sangue periférico, mas ndo os maduros e
esquizontes ligados a microvasculatura (Figura 2) (FONAGER et al., 2012; HORATA
et al., 2009).

Figura 2: Aderéncia e formacdo de rosetas. Fonte: Adaptado de Qijun Chen et al., 2000.
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A fisiopatologia da malaria também esta relacionada a resposta imune do
hospedeiro e & producgdo de citocinas. Substancias toxicas como produtos residuais
da membrana das células vermelhas e o pigmento malarico produzido pelas formas
esquizontes do parasito, chamado de hemozoina e glicosilfosfatidilinositol (GPI) séo
liberados na corrente sanguinea e ativam a producéo de citocinas e mediadores como
o TNF-a, INF-y e interleucinas por macrofagos, além da producéo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (PAL et al., 2016). Apesar de possuir fungdes protetoras
contra o Plasmodium e a resposta inicial de citocinas proé-inflamatoérias auxiliar na
limitacdo da infeccdo, o aumento exarcebado de mediadores esta relacionado as
formas graves da doenca, como a malaria cerebral. Desta forma, sdo capazes de
produzir febre, hipoglicemia, sequestro de leucocitos nos vasos pulmonares e
aumentar a citoaderéncia. Estudos tém demonstrado também o aumento das citocinas
IL-17, IP-10, e IL-10 na disfuncdo de multiplos érgaos e faléncia renal (HERBERT et
al., 2015). Além da liberacéo de citocinas pro-inflamatdrias, a hemozoina também esta
relacionada a apoptose no desenvolvimento de células eritrides na medula 6ssea
causando anemia (LAMIKANRA et al., 2009).

Importantes estudos tém demonstrado a importancia de proteinas virais na
patogenicidade do parasito. Por natureza, a patogenicidade € o resultado dos efeitos
de muitos genes. Mu e colaboradores (2003) sugeriram que as diferencas na
resisténcia a farmacos para P. falciparum nos continentes afetados séo devidas a
conjuntos de genes, dentre eles os de proteinas de codificacdo desconhecida que séo
sobrepostos, mas nao idénticos (MU et al., 2003). Estudos de Cai e colaboradores
(2015) identificaram componentes de vinte e quatro proteinas relacionadas com a
patogénese de P. falciparum. As proteinas desempenham papéis no processamento
das informacdes do parasito como sinalizacdo, regulamento epigenético e entrada
para o hospedeiro. Todos os processos relacionados a patogenia e viruléncia (CAl et
al., 2015).

1.4. A terapéutica para o tratamento da doenca

Os plasmodios passam por fases distintas que alteram sua forma, funcéo,
localizagéo, consequéncia clinica e suscetibilidade a agentes antimalaricos. Deste
modo, as atividades dos antimalaricos variam de estreita, como a atividade da quinina

(1) contra a fase eritrocitaria sanguinea, a ampla, vista na atividade de primaquina (2)



contra formas sexuadas e assexuadas no sangue e no figado. Além disso, a gama de
susceptibilidade a estagios especificos difere entre espécies de plasmodios como no
caso da cloroquina (3) que mata os gametocitos de P. vivax, mas ndo exerce nenhum
efeito contra aqueles de P. falciparum. Estas propriedades intrinsecas definem os
usos recomendados das terapias antimalaricas (BAIRD; J.K., 2005).

Os farmacos antimalaricos disponiveis podem ser classificados pela classe
quimica, pelo mecanismo de acdo ou estagio do ciclo de vida do parasito. Estas
substancias incluem quinolinas, antifolatos e derivados de artemisininas,
administrados sozinhos ou em combinacdo. As quinolinas atuam inibindo a
polimerizacdo de hemozoina e permitindo o acimulo de heme, substancia toxica para
0 parasito. Os antifolatos inibem a sintese de acido fdlico, bloqueando as enzimas
diidropteroato sintase e diidrofolato redutase do parasito. Embora o mecanismo de
acao da artemisinina (5) ndo seja bem definido tem sido aceita sua interferéncia na
acdo da enzima calcio-ATPase no reticulo sarcoplasmético/endoplasmético do
plasmédio e na ligagdo com o grupo heme, gerando toxicidade para o parasito
(STAINES; KRISHNA, 2012).

Desta forma, os farmacos antimalaricos séo representados principalmente por
esquizonticidas sanguineos quinolinometandlicos como quinina (1) e mefloquina (6);
4-aminoquinolinicos como a cloroquina (3); derivados do fenantreno halofantrina (7) e
lumefantrina (4); os que interferem na sintese ou acdo do &cido folico como
sulfadoxina (12), dapsona (8) e pirimetamina (9); derivados endoper6ximos como a
artemisinina (5) e derivados; e esquizonticidas teciduais a exemplo dos beta-
aminoquinolinicos como a primaquina (2). Adicionalmente temos o0s agentes
profilaticos que bloqueiam a passagem do estagio exo-eritrocitico para o estagio
eritrocitico como a cloroquina (3), a mefloquina (6), a dapsona (8), a pirimetamina (9),
o proguanil (10), e a doxiciclina (11); bem como gametoticidas como a primaquina (2),
pirimetamina (9) e proguanil (10) (CDC, 2013; OMS, 2015) (Figura 3).



Figura 3: Antimalaricos disponiveis para tratamento. Fonte: Proprio autor.
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As combinacdes medicamentosas oferecem vantagens potencialmente
importantes sobre monoterapias e, se apropriadamente escolhidas, podem apresentar
atividade sinérgica. No entanto, ha limitacdo na protecdo contra a selecdo da
resisténcia conforme o esperado, podendo levar a perda de eficacia (FIDOCK et al.,
2004). Neste contexto, a OMS tem recomendado o uso da Terapia Combinada
baseada em artemisinina para a espécie P. falciparum. Estas sdo combinacdes de
derivado da artemisinina e outro antimalarico estruturalmente independente e mais
lentamente eliminado (NOSTEN; WHITE, 2007).

1.5. Resisténcia antimaléarica

A resisténcia resulta em depuracao tardia ou incompleta do parasito do sangue
periférico do paciente quando em tratamento com antimalaricos. No cenario mundial
atual, a resisténcia ja foi descrita para a maioria dos medicamentos utilizados e varios
sdo os fatores relacionados a sua ocorréncia (HALDAR; BHATTACHARJEE;
SAFEUKUI, 2018). As mutacdes génicas sdo um dos principais fatores que conferem

ao parasito a capacidade de escapar da acdo dos medicamentos, principalmente por



meio de mecanismos de efluxo ou pela diminuicdo da afinidade dos farmacos aos
seus biorreceptores. Neste contexto, a resisténcia pode estar associada a mutacao
em apenas um ou multiplos sitios (SINHA; MEDHI; SEHGAL, 2014).

O genoma do Plasmodium falciparum codifica multiplos transportadores
proteicos e a ocorréncia de polimorfismos pode configurar resisténcia aos
antimalaricos mais utilizados. Neste sentido, o polimorfismo ja foi identificado e
caracterizado em genes pfmdrl, pfcrt, pfmrpl e kelch13 (CUI et al., 2015; KIRCHNER,;
POWER; WATERS, 2016). O estudo da maquinaria genética do parasito pode auxiliar
tanto na descoberta de novos mecanismos de defesa do Plasmodium que configuram
resisténcia, como também no desenvolvimento de novos antimalaricos, uma vez que

a regulacao génica é essencial para a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro.

1.6.Regulacgédo génica na malaria
1.6.1. O genoma do plasmodium

O genoma do Plasmodium esta constituido por 14 cromossomos lineares com
23 milhdes de pares de bases que codificam mais de 5000 genes de proteinas
essenciais para o ciclo de vida do parasito. O nacleo compde cerca de 4800 destes
genes em regides centrais, enquanto que familias mutagénicas (algumas associadas
a variacdo antigénica) estdo amplamente distribuidas em regiées subteloméricas.
Seu genoma é rico em sequéncias AT que compde mais de 90% das regibes
intergénicas (GARDNER et al., 2002). Atualmente as espécies P. falciparum, P. vivax
e P. knowlesi ja possuem sequéncia genética disponivel (KIRCHNER; POWER,;
WATERS, 2016). Em eucariotos, a expressao génica €, em parte, controlada por
diversos fatores de transcricdo que se ligam a promotores celulares. No parasito,
poucos fatores de transcricdo foram identificados em seu genoma, o que leva a
acreditar que a regulacédo das cascatas de transcricdo observadas nos diversos
estagios do ciclo de vida do Plasmodium so seria possivel com o auxilio de outros
componentes e mecanismos, como alteracdes pos-translacionais/traducionais e
mudancas na estrutura da cromatina (BATUGEDARA et al., 2017).
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1.7.Epigenética e malaria

1.7.1. ModificacGes da cromatina

Nas células eucaridticas, o DNA encontra-se envolto ao redor de proteinas
conhecidas por histonas, onde duas coOpias de suas classes H2A, H2B, H3 e H4 e
uma histona da classe H1 formam o complexo denominado nucleossomo. Os
nucleossomos, por sua vez, sao agrupados e empacotados constituindo fibras de
cromatina de 30 nanémetros de comprimento. Estas fibras unidas formam lacos de
aproximadamente 300 nm. Quando comprimidos e enrolados, os lagos produzem uma
fibra mais larga de 700 nm que constitui a crométide de um cromossomo, a qual possui
cerca de 1400 nm (PASSARGE, 2001) (Figura 4) .

Figura 4: Estrutura do cromossomo. Adaptado de Passarge et al, 2001
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A forma mais compacta e condensada da cromatina (heterocromatina) é
inacessivel para a transcricdo génica. Para que haja expressao génica € necessaria
a descompactacdo da estrutura (eucromatina) para que os fatores de transcrigcao
possam atuar em seus sitios-alvo (FELSENFELD; GROUDINE, 2003). Deste modo,
alguns mecanismos epigenéticos estdo diretamente ligados as modificacdes da
estrutura da cromatina, facilitando ou reprimindo a transcricdo génica e gerando

respostas a inameros processos bioldgicos.
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A epigenética refere-se as alteragcbes na expressdo génica herdadas,
relacionadas a processos que nao envolvem diretamente a mudanga no
sequenciamento do DNA (DEANS; MAGGERT, 2015). A cromatina é a principal
plataforma onde 0s processos epigenéticos ocorrem e seus componentes estao
sujeitos a ampla gama de modificacbes correlacionadas a atividade génica. Tais
modificagdes provavelmente ocorrem em todos os niveis de organiza¢do, mas a maior
parte esta concentrada no préprio nucleossomo. Algumas delas afetam diretamente a
estrutura ou estabilidade, enquanto outras introduzem grupos quimicos que Sao
reconhecidos por proteinas reguladoras ou estruturas adicionais (FELSENFELD;
GROUDINE, 2003). A metilacdo do DNA e a acetilacdo/desacetilacdo de aminoacidos
presentes nas caudas de histonas sao exemplos classicos destes processos
estudados em diversos segmentos como comportamento, cancer e doencas

parasitarias.

1.7.2. A epigenética no Plasmodium

Assim como em eucariotos, o Plasmodium também apresenta processos
epigenéticos como mecanismos vitais que podem ser observados durante todo o ciclo
celular. Por muito tempo os estudos se concentraram na regulacdo epigenética do
gene var, principal gene de transcri¢do, pois transcreve um dos fatores de viruléncia
de maior importancia para o parasito, o PfEMP1; entretanto, alguns estudos revelaram
funcdes gerais da epigenética na biologia do parasito como na invasao eritrocitica, na
gametogénese e no transporte de soluto, entre outros. Familias genéticas do parasito
gue codificam antigenos de superficie dispdem de expressfes exclusivas que sao
controladas epigeneticamente. Genes como rifin, stervor, pfmc-2tm, eba, Pfkh, clag
3.1, clag 3.2 e Pfap2-g sdo alguns exemplos envolvidos na variagado antigénica por
mecanismos epigenéticos (Quadro 1) (CORTES; DEITSCH, 2017).



Quadro 1: Genes
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identificados e envolvidos na variacdo antigénica por mecanismos
epigenéticos. Fonte: CORTES et al, 2017 (Adaptado)

Gene (Familia)

Proteina Codificada

Funcéo

Var genes (~60

Proteina de citoaderéncia de superficie em

membros) PIEMP1 eritrécitos infectados
Rif (~160 RIEIN Relacionados a superficie de eritrocitos infectados
membros) e formacéao de rosetas

Stervor (~31 Presente na superficie e relacionado a

STEVOR . P e
membros) propriedades mecanicas de eritrécitos infectados
Pfmc-2tm (~12 PFMC-2TM Presente na superficie em eritrdcitos infectados

membros)

Surfin (~10 SURFIN Funcao desconhecida

membros)

Clag (5 membros) CLAG Relacionados a formacao do canal PSAC

encontrado na membrana de eritrcitos infectados

Phist (~79
membros)

Proteinas de dominio
PHIST

Citoaderencia/ Remodelacéo dos eritrécitos

Exported dnaj Il
(~9 membros)

DnaJ IlI/HSP40

Remodelagdo dos eritrécitos

Hyp (~55 HYP Funcao desconhecida
membros)
Fikk (~23 FIKK Remodelagdo dos eritrécitos
membros)

Gbp (3 membros) GBP Funcé&o desconhecida

Acs (~13 membros)

Acyl-CoA sintase (ACS)

Metabolismo lipidico (sintese ou transporte)

Acbp (4 membros)

Proteina de ligacéo a

Acyl-coA (ACBP)

Metabolismo lipidico (sintese ou transporte)

Considerando a variedade de genes var (cerca de 60 membros) e outros genes

s

que transcrevem fatores de viruléncia para o parasito, € importante ressaltar o

funcionamento da maquinaria epigenética envolvida no processo biolégico. Para que

a ativagcdo de um gene ocorra efetivamente ha necessidade do silenciamento

simultdneo de outros membros previamente ativados, exigindo assim o0 mecanismo
coordenado dentro da familia (CORTES; DEITSCH, 2017). Interferir no delicado
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balanco entre os estados epigenéticos naturais destes genes pode comprometer a
sobrevivéncia do parasito de diversas maneiras. O estudo epigenético do parasito da
espécie Plasmodium falciparum revelou que a forma de eucromatina — diferentemente
dos organismos eucarioticos — € mantida durante todo seu ciclo, com algumas regiées
de heterocromatina, principalmente nas regifes subteloméricas controladas pela
metilacdo da lisina 9 da histona 3 (H3K9me3) ou por desacetilacdo de histonas
(DUFFY et al., 2014).

1.7.3. Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA é catalisada por enzimas DNA metiltransferases (Dnmts)
gue transferem o grupo metila da S-adenilmetionina (SAM) ao quinto carbono de um
residuo de citosina para formar 5mC. Este processo implica no silenciamento da
transcricdo génica, uma vez que esta ligacdo impede o acesso de fatores de
transcricdo em regides promotoras (TATIANA; ARRUDA, 2015). A maioria das
metilacbes do DNA ocorre em citosinas que precedem o nucleotideo guanina
conhecidas por sitios CpG. Ja as ilhas de CpG - trechos de DNA maiores que 200
pares de bases longas com maior quantidade de sequéncias CpG que o resto do
genoma — muitas vezes nao sdao metiladas (FRANCIS et al., 2010). A metilacdo do
DNA ¢é essencial para silenciar elementos retrovirais; regular a expressao de genes
especificos de tecidos; para o imprinting genémico; e inativagdo do cromossomo X
(MOORE; LE; FAN, 2013).

As enzimas que estabelecem, removem e reconhecem a metilagdo do DNA séo
divididas em escritoras (writers), apagadoras (erasers) e leitoras (readers). As
escritoras sdo as enzimas que catalisam a adicdo de grupos metila em residuos de
citosina (DNMT2, DNMT3A e DNMT3B1), enquanto as apagadoras modificam e
removem oS grupos metila (desmetilases). Por sua vez, as enzimas leitoras
reconhecem e vinculam grupos metila em ultima analise a sequéncias hemimetiladas
(fitas de DNA em processo de replicacdo), mantendo a metilacdo (DNMT1) (FRANCIS
et al., 2010; MOORE; LE; FAN, 2013).

Considerando que o genoma do Plasmodium é em sua maioria composto por
sequéncias AT, poucas sdo as metilagbes CpG identificadas e pouco se tem
descoberto sobre. Apesar disto, estudo feito por Ponts e colaboradores (2013)
demonstrou a presenca de metilacdo em Plasmodium via Unica metiltransferase
responsavel por esta atividade: PFDNMT2 (PONTS et al., 2013). Acredita-se, entao,
que o padréo de ativacdo e silenciamento genético observado nestes parasitos seja
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principalmente controlado por metilagbes ndo-CpG, como exemplo, metilacbes em
histonas.

Mais do que DNA metiltransferases, Histonas metiltransferases e suas funcdes
ja foram identificadas em Plasmodium falciparum (Quadro 2). Diferentemente da
metilacdo do DNA, a metilagéo de histonas pode consequentemente ativar ou silenciar
genes, a depender da localizacdo da metilagdo. Um dos principais marcadores do
silenciamento dos genes para o Plasmodium é a metilacao da lisina 9 da histona 3 em
regides subteloméricas que codificam fatores de viruléncia para a maioria dos genes.
Ja a metilagdo na lisina 4 da histona 3 é identificada em promotores de genes var
como ativadoras da transcricdo (LOPEZ-RUBIO et al., 2007). Este padréo e outros
atuam em conjunto com a acetilacdo e desacetilacao de histonas para que o processo
de transcricdo e silenciamento de genes ocorra de forma ordenada durante todo o

ciclo de vida do parasito (CORTES; DEITSCH, 2017).

Quadro 2: Metiltrasferases caracterizadas em Plasmodium falciparum. Fonte: Cortes, 2017

(Adaptado)

Histona
Metiltransferase

ID do Gene

Funcéo

Referéncia

PfSET1

PF3D7_0629700
(PFF1440w)

Trimetilagdo em H3K4

Cui et al. 2008a

PfSET2 (PfSETvs)

PF3D7_1322100
(MAL13P1.122)

Metilagdo em H3K36,
participa da regulacao

de genes var

Cui et al. 2008a; Kishore et
al. 2013; Jiang et al. 2013;
Ukaegbu et al. 2014

PfSET3 (PfKMT1)

PF3D7_0827800
(PF08_0012)

Metilagdo em H3K9

Cui et al. 2008a; Lopez-
Rubio et al. 2009; Volzet
al. 2010

PF3D7_0910000

Cui et al. 2008a; Volz et al,

(PFL1010c)

PfSET4 (PFI0485¢) Metilacdo em H3K4 2010; Jiang et al. 2013

PISETS PF3D7_1214200 Marcadores Cui et al. 2008a; Volz et al.
(PFL0690c) desconhecidos 2010; Jiang et al. 2013
PF3D7_1355300 N Cui et al. 2008a; Volz et

PfSET - Metil H3K4 '

SET6 (PF13_0293) etilagdo em H3 al.2010

PISET7 PF3D7_111520 Metilag&o em Cui et al. 2008a;Chen et al.
(PF11_0160) H3K4 e H3K9 2016
PF3D7_0403900 - Cui et al. 2008a; Kishoreet

PfSET8 (PFDO190W) Metilagéo em H4K20 al. 2013; Jiang et al.2013
PF3D7_0508100 Marcadores -

PfSET9 (PFE0400W) desconhecidos Cui et al. 2008
PF3D7_1221000

PfSET10 » Metilacdo em H3K4 Volz et al. 2012
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1.7.4. Acetilacdo e desacetilacdo de histonas

A acetilagdo e desacetilacdo de histonas possuem papel crucial para a
sobrevivéncia do parasito em suas diversas alteracdes morfoldgicas durante o ciclo
de vida, principalmente para os determinantes de fatores de viruléncia. Este processo
consiste na adicdo de grupo acetila em residuos de aminoacidos nas caudas das
histonas. Devido ao carater negativo do DNA e positivo das lisinas quando
desacetiladas, as histonas tendem a ficar mais atraidas e compactas pela forca
eletrostatica, caracterizando estado de silenciamento genético. A adicdo de grupo
acetila neutraliza a carga positiva das histonas reduzindo as forcas de interacéo,
resultando na conformacdo descondensada e ativa (Figura 5) (SHAHBAZIAN;
GRUNSTEIN, 2007).

Figura 5: Processo de acetilacdo e desacetilacdo de Histonas. Fonte: Ververis et al, 2013
(Adaptado)
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As Histonas Acetiltransferases (HATS) sdo as enzimas responsaveis pelo
processo de adicdo do grupo acetila aos residuos de lisina, enquanto que as Histonas
Desacetilases (HDACs) pelo processo inverso (SHEN; WEI; ZHOU, 2015). Até o
momento, 18 enzimas HDAC foram identificadas e caracterizadas em seres humanos
e sdo divididas em quatro classes: a classe | que séo proteinas Rpd3-like (HDAC1,
HDAC2, HDAC3 e HDACS); a classe Il representada por proteinas Hdal-like (HDAC4,
HDACS5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 e HDAC10); as proteinas Sir2-like como classe llI
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(SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 e SIRT7); e a proteina de classe IV
(HDAC11) (SETO; YOSHIDA, 2014). As HDACs ndo somente alteram a transcricao
de genes como também promovem o estabelecimento ou apagam outras
modificacdes pos-traducionais alternativas como a metilacdo (SETO; YOSHIDA,
2014). Ambas HATs e HDACs trabalham de forma coordenada, mas nao especifica.
Adicionalmente, ndo parecem serem recrutadas por promotores especificos, mas sim,
atuam de forma continua por todo genoma juntamente a outras enzimas e complexos
enzimatico (SHAHBAZIAN; GRUNSTEIN, 2007).

Em Plasmodium falciparum, as acetiltransferases PfGNC5, PfHAT1 e PIMYST
demonstraram importante papel na regulacéo epigenética pela acetilacao de histonas,
com processos similares em eucariotos e humanos (CUI et al., 2007; CUI; MIAO,
2010; FAN; AN; CUI, 2004). A acetilacdo de H3 pela PfGNC5, por exemplo,
demonstrou ser essencial para a ativacdo genética de promotores, atuando
juntamente com a metilagdo desta mesma histona em diferentes regides (CUI et al.,
2007). Por sua vez, as histonas desacetilase PfSIR2A, PfSIR2B, PfIHDAC1, PfHDAC?2
e PfHDAC3 demonstraram semelhanca com as respectivas classes de HDACs
presentes em eucariotos (Quadro 3), com funcdes especificas na ativacdo do gene
var por PfSIR2A, PfSIR2B e PfHDAC3 (ANDREWS; HAQUE; JONES, 2012b;
ANDREWS et al., 2009; MERRICK et al., 2015). Alguns estudos demonstraram que a
auséncia destas HDACs implica na desorganizacdo dos processos epigenéticos e
resultam na morte do parasito, tornando-as, desta forma, alvos moleculares para
possiveis tratamentos como no caso do desenvolvimento de inibidores de HDACs
(COLEMAN et al., 2014; MUKHERJEE; PRADHAN; SHAH, 2008).

Quadro 3: HDACs em Plasmodium: expressao e homologia em humanos. Fonte: Andrews, 2008
(Adaptado)

Homologo em

HDAC ID do gene Expresséo
Humano

Trofozoitos, Esquizontes, Merozoitos,

PHDAC-1 PFI11260c. Membranas de Eritrécitos infectados

Classe 1 de HDACs

PfHDAC-2 PF14 0690 Gametdcitos, Trofozoitos HDAC Putativa
PfHDAC-3 PF10_0078 Gametécitos Classe 2 de HDACs
PfSir2 PF13_0152 Dados indisponiveis Sir2

PfSir2-like PF14 0489 Esporozoitos Sir2-like
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1.8.Inibidores HDAC (iHDAC)

E importante ressaltar que inibidores de HDAC tém sido investigados visando
o tratamento de doencas como o cancer e parasitarias (ENGEL et al., 2015; KIM; BAE,
2011). Um dos primeiros estudos observados quanto a atividade antiparasitaria de
inibidores de HDAC:s foi realizado com a apicidina (13) contra parasitos apicomplexos.
13 demonstrou inibir a proliferagdo dos parasitos pela hiperacetilagdo de histonas
(DARKIN-RATTRAY et al., 1996), apesar do nivel de toxicidade para células de
mamiferos (MUKHERJEE; PRADHAN; SHAH, 2008).

Atualmente, diferentes classes de inibidores de HDAC tém demonstrado
resultados promissores para a atividade antimaldrica (ANDREWS et al., 2008;
ANDREWS; HAQUE; JONES, 2012b; ENGEL et al., 2015), relacionada a
desregulacdo dos processos epigenéticos no Plasmodium falciparum — atuando em
diferentes estagios e por meio da ativacdo massiva de genes vitais para o seu ciclo
de vida — gerando certa toxicidade para o parasito. Uma vez que para a transcricao
correta de PfEMP-1 é necessario o silenciamento de genes var em diferentes regides
— processo controlado por HDACs — a inibicdo resulta na transcricdo de mdultiplos
PfEMP-1, podendo gerar potentes respostas imunes que eliminam o parasito e
conferem protecdo a futuras infecgdes. O processo de inibicdo de HDACs pode, a
exemplo do gene pfap-2 relacionado a conversdo de formas eritrociticas a
gametociticas, alterar o balanco dos estados de silenciamento e ativacéo, resultando
na conversao massiva para gametécitos, com consequéncias vitais para o parasito
(CORTES et al., 2007).

Os inibidores HDACs podem ser classificados por sua estrutura quimica como
tetrapeptideos ciclicos, acidos alifaticos, benzamidas e &cidos hidroxamicos (Figura
6). Para o estabelecimento de relagdes estrutura-atividade, os hidroxamatos tém sido

mais estudados por possuirem atividade nas principais classes: HDAC | e HDAC II.
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Figura 6: Exemplos de inibidores HDAC. Fonte: Proprio Autor
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1.8.1. A estrutura quimica de inibidores de HDAC e alvo farmacolégico

As HDACs das classes | e Il apresentam o cation bivalente de Zinco (Zn?*) em
seu sitio catalitico demostrando dependéncia deste metal para seu mecanismo;
enguanto as Sirtuinas (classe Ill), aparecem como NAD+ dependentes (MUKHERJEE;
PRADHAN; SHAH, 2008). Desta forma, alguns inibidores das classes | e Il sé&o
caracterizados pela presenca de grupos funcionais que interagem com zinco como
tidis, acidos carboxilicos, cetonas e acidos hidroxamicos, entre outros (VICKERS et
al., 2012) (Figura 7). E importante ressaltar que esses grupos funcionais podem
também atuar em outras metaloenzimas levando a perfis de toxicidade que devem ser
monitorados desde o desenvolvimento dos compostos, bem como na utilizagdo dos
farmacos desta classe aprovados para terapias.

Estruturalmente os inibidores HDAC das classes | e Il possuem trés
subunidades: o grupo de ligacdo ao atomo de zinco (GBZ); o espacador que acomoda
0 acesso tubular do sitio ativo formado por grupos alquilicos (ESP) e o grupo de
reconhecimento molecular (CAP) (Figura 7). Visando minimizar a toxicidade celular
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tem-se buscado o desenvolvimento de inibidores enzimaticos seletivos por meio da
variagdo do grupo CAP em compostos homologos, explorando a variabilidade na
superficie de cada HDAC que envolve o sitio ativo (CHEN et al., 2008). Neste sentido,
Patil e colaboradores (2010) realizaram estudo de relacdo estrutura-atividade de
inibidores HDAC derivados de ariltriazolilhidroxamatos por meio da substituicdo dos
grupos CAP e espacador por diferentes padrbes a fim de aumentar sua atividade
antiparasitaria (PATIL et al., 2010). De maneira geral, compostos que contém o acido
hidroxamico — presente na suberoilanilida (SAHA, 15) — ou derivados como grupo
ligante ao zinco demonstraram ser potentes inibidores HDAC e candidatos
promissores ao tratamento antimalarico, ainda que apresentem certa toxicidade a
células humanas (CHEN et al., 2008; DOW et al., 2008).

Figura 7. Estrutura de inibidores HDACs classe | e Il e exemplos de ZBG. Fonte: Préprio Autor
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1.9. Derivados do acido hidroxamico

O acido hidroxamico tem sido o grupo ligante de zinco mais estudado nos
inibidores HDACs das classes | e Il, cuja seletividade € modulada pelas outras
subunidades — ESP e CAP. Na natureza, os derivados do &cido hidroxamico sao
biossintetizados por micro-organismos (sideroforos) e plantas (benzoxazinoides). Sua
acdo terapéutica € explicada pela habilidade quelante conferida pela presenca de dois
atomos de oxigénio que lhe permite inibir metaloenzimas. Desta forma, estes
derivados atuam como antimicrobianos, anti-inflamatorios e antitumorais. Apesar de
suas caracteristicas terapéuticas promissoras, os acidos hidroxamicos possuem baixa
estabilidade in vivo, o que deve ser observado no desenvolvimento de novos
compostos (BERTRAND et al., 2013).

A tricostatina (TSA - 16) — primeira substancia natural a ser reconhecida como
inibidor de HDAC — e o SAHA (15) apresentaram perfil inibitério em concentracao
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nanomolar, este ultimo aprovado para o tratamento de linfoma pela FDA em 2006
(ANDREWS: HAQUE; JONES, 2012).

Estudos iniciais com SAHA (15) mostraram baixa seletividade in vitro em
células infectadas por P. falciparum em comparacdo com células de mamiferos (P.
falciparum Clso 1,8 uM). No entanto, trabalhos mais recentes evidenciaram atividade
antimalérica com I1Cso 100 nM, reiterando a relevancia deste derivado (DOW et al.,
2008) e levando ao desenvolvimento de novos inibidores de HDAC baseados na sua
estrutura (ANDREWS et al., 2008; DOW et al., 2008). Nos novos planejamentos o
papel do grupo CAP, responsavel por interagir com a superficie da proteina na regiao
imediatamente fora do sitio catalitico, tem sido explorado para diferenciar o
reconhecimento pelas isoformas HDAC, dando maior seletividade a acdo destes
inibidores (BIELIAUSKAS; PFLUM, 2008).

Sob esta perspectiva, uma das linhas de pesquisa que envolve a utilizacdo de
compostos provenientes de fontes de baixo custo, biodegradaveis e disponiveis na
natureza, como o caso do liquido da casca da castanha de caju tem sido explorada
para no planejamento de novos inibidores HDAC. Neste sentido, derivados LDT536
(23) e LDT537 (24) — respectivamente obtidos a partir da mistura de cardanéis (26A-
C) e de acidos anacérdicos (25A-C) — apresentaram perfil inibitério Pan-HDAC como
0 SAHA (15) (Tabela 1) e valores de Clso na faixa submicromolar para HDAC1
(LDT536 Clso 0,32 uM; LDT537 Clso 0,77 uyM) e HDAC6 (LDT536 Clso 0,19 uM;
LDT537 Clso 0,22 yM).

Tabela 1: Perfil inibitério de LDT536 (21) e LDT537 (22) frente a HDAC humanas

M I
OH ~ -OH
\‘O N 0

H
LDT536 (23) o o

=

- LDT537 (24)

Percentual de inibicdo (%) da atividade HDAC

Derivado HDAC HDAC HDAC | HDAC | HDAC | HDAC | HDAC | HDAC | HDAC | HDAC | HDAC
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
LDT536 (23) 90 85 89 6 37 99 9 83 9 80 42
LDT537 (24) 83 74 82 0 30 98 5 84 9 70 56
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1.10. Derivados do liquido da casca da castanha de caju (LCC)

A casca da castanha de caju, fruto do cajueiro (Anacardium occidentale L),
possui em seu interior um liquido escuro, caustico e inflamével chamado de liquido da
casca da castanha do caju (LCC). O LCC é rico em lipideos fendlicos ndo-isoprenoides
como misturas de &cidos anacardicos (25), cardanois (26), cardois (27) e 2-
metilcardois (28) (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009) (Figura 8). Estes
derivados tém sido utilizados em diferentes segmentos industriais. Biologicamente, os
derivados do LCC tém apresentado atividade bactericida, fungicida, inseticidas bem

como anticancer, antioxidante e anti-inflamatéria (LEMES et al., 2016).

Figura 8: Principais componentes do LCC
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O LCC pode ser caracterizado como natural ou técnico a depender da técnica
de extracdo utilizada. De acordo com Mazzetto e colaboradores (2009), diferentes
processos podem ser empregados para a obtencdo do LCC natural: extracéo a frio
(prensas), extracdo por solvente, enquanto o processo térmico-mecanico (hot oil
process), que € submetido a altas temperaturas (180°C), leva a descarboxilacédo da
mistura de acidos anacardicos convertendo-as na mistura de cardanois, sendo
denominado de LCC técnico (MAZZETTO et al, 2009). As porcentagens dos
componentes fendlicos contidos nos LCC Natural e Técnico encontram-se na Tabela
2.
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Tabela 2: Composi¢cdes quimicas dos LCC Natural e Técnico. Fonte: Mazzetto e Lomonaco, 2009

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 %

A mistura de cardanois (26A-C), renovavel e de baixo custo, possui
caracteristicas que a tornam fonte para o desenvolvimento de novos compostos que
podem ser utilizados em diversos segmentos terapéuticos. Estruturalmente, os
lipideos fendlicos do cardanol apresentam, na posi¢do meta ao grupo fendlico, cadeia
lateral com quinze &tomos de carbono e diferentes graus de instauracéo que confere
caracteristicas importantes quanto ao reconhecimento hidrofébico por residuos
complementares em sitios ativos bem como a facilidade de transformacgfes quimicas
(BALACHANDRAN et al., 2013; VASAPOLLO; MELE; DEL SOLE, 2011).

Em continuidade aos estudos preliminares de novos inibidores de HDAC
planejados a partir dos lipideos fendlicos do LCC — LDT536 (23) e LDT537 (24) —uma
nova série de derivados foi delineada a partir da mistura de cardanois (26A-C) no
ambito da linha de pesquisa visa o planejamento, sintese e avaliacdo de novos

inibidores de histona desacetilase a partir dos derivados do LCC.
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Justificativa e Objetivos
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2. JUSTIFICATIVA

A malaria é uma doenca infecciosa que mata em média de 1 a 2 milhdes de
pessoas por ano onde a maioria sdo criangas com idade inferior a cinco anos. Nao ha
atualmente nenhuma vacina eficaz que combata a doenca e, apesar de alguns
estudos terem mostrado resultados preliminares promissores, nenhuma solucéao para
este problema é esperada para os proximos anos. Para além deste fato, a resisténcia
tem sido documentada tanto para inseticidas quanto para os principais tratamentos
disponiveis, sendo crescente a preocupacdo em desenvolver novas terapias que
evitem o aumento da letalidade da doenca no mundo.

Enzimas histonas desacetilases podem representar potenciais novos alvos
para o desenvolvimento de medicamentos contra a malaria. Estudos tém demonstrado
gue inibidores de HDAC possuem atividade anti-parasitaria contra P. falciparum (Clso
10-200 nM), diminuindo a progressao do ciclo celular do parasito no hospedeiro e
atuando na modulacdo da resposta imune do hospedeiro. De maneira geral,
compostos que contém o acido hidroxamico — presente na suberoilanilida (SAHA) —
ou derivados como grupo ligante ao zinco demonstraram ser potentes inibidores
HDAC e candidatos promissores ao tratamento antimalarico, ainda que apresentem
certa toxicidade a células humanas

Considerando que a mistura de cardanois pode ser funcionalizada com a
mesma subunidade farmacoférica do SAHA, esta proposta visa 0 uso do componente

majoritario do LCC técnico no planejamento racional de novos inibidores HDAC.
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3. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo 0 uso da mistura de cardanois (26A-C)
na obteng¢ao de novos inibidores de histonas desacetilases candidatos ao tratamento

da malaria.

3.1. Objetivos Especificos

Compreenderam os objetivos especificos:

e Sintetizar e caracterizar intermediarios e produtos finais a partir da mistura de
cardanois;

e Avaliar o perfil de atividade frente a HDACs humanas

e Avaliar o perfil de atividade em cultivos de Plamodium falciparum

e Determinar a citotoxicidade frente a linhagem celular BGM

e Estabelecer relagbes estruturas-atividade
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Planejamento Estrutural
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4. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os novos compostos foram planejados a partir da estratégia de hibridacéo
molecular entre o SAHA (15) e o LDT71 (29). Amidas aromaticas substituidas
representam a subunidade CAP — variacdo que visa o estabelecimento de relacdes
estrutura-atividade (REA) — enquanto que o grupo ZBG é composto pelo &acido
hidroxamico. O espacador entre as subunidades CAP e ZBG, encontrado no SAHA, é
composto por 8 unidades metilénicas caracteristica dos derivados do LCC ap0s
clivagem oxidativa (Esquema 1). Os novos padrdes moleculares visam a identificacao
de caracteristicas estruturais relevantes para o perfil de atividade desta classe de

compostos como uma nova alternativa terapéutica.

Esquema 1: Planejamento Estrutural de iHDACs
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Estratégia Sintetica
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5. ESTRATEGIA SINTETICA

A estratégia sintética para obtencdo de intermediarios e derivados-alvo foi
concebida a partir da exploracdo de procedimentos classicos como protecdo de
grupos funcionais, ozonolise seguida da reducdo com hidretos metalicos, conversao
de grupos funcionais e reacdes de condensacéo.

Neste sentido, a mistura de cardanois (26A-C) foi acetilada a partir da mistura
de anidrido acético e acido fosforico sob radiagdo micro-ondas. Em seguida, a mistura
de cardanois acetilados (30A-C) foi submetida a reacdo ozonolise seguida de
tratamento redutivo com borohidreto de sodio levando ao &lcool intermediério LDT71
(29), o qual foi submetido a O-alquilacdo com bromoacetato de etila e carbonato de
potassio gerando o intermediario LDT296 (31). 31 foi oxidado ao respectivo acido
carboxilico LDT298 (32), com reagente de Jones em acetona. O acido 32 foi
convertido em amidas pela reacdo com cloreto de tionila em hexano sob refluxo
seguida da adicdo do cloreto de acido formado a anilinas substituidas na presenca de
TEA em diclorometano seco. As amidas formadas (33-37) foram submetidas a reacao
com hidroxilamina em que os ésteres foram convertidos nos derivados-alvo (38-42)
pela reacdo com hidroxilamina em metanol a temperatura ambiente por 24 horas
seguida de refluxo por 10 horas. A estratégia sintética para obtencao dos derivados-
alvo encontra-se no Esquema 2.

Esquema 2: Estratégia sintética para obtencédo dos derivados-alvo

0
(o]
OH O/ﬁ( \/
(o]
a b c
C15H31.n CysH31.n OH 7 OH
Mistura de Cardandis (26A-C) Mistura de Cardandis
acetilados (30A-C) LDT71 (29) LDT296 (31)
H (o) fo)
o/ﬁ‘/ \OH O/\[( ~N— O/Y \/
d
(o} o o
(o] ¢} (o] e fo)
- -
w
7 W 7 7 OH

LDT705 (38) W = CgHsNH, LDT700 (33) W = CgHsNH, LDT298 (32)
LDT706 (39) W = CH3CgHsNH, LDT701 (34) W = CHyCgHgNH,
LDT707 (40) W = CgHsNHCgH4NH, LDT702 (35) W = CgHsNHCgHsNH,
LDT708 (41) W = CgHsOCgHsNH, LDT703 (36) W = CgHsOCqH4NH,
LDT709 (42) W = CH30CgHsNH, LDT704 (37) W = CH3OCgH4NH,

a: AC,0/H3zPO4 MO, 450W, 3 min; b:i. 03/0, DCM/MeOH,-78°C, 80 minutos, ii. NaBH, MeOH/EtOH t.a., 16h; c: i. Acetona, K,COjt.a., 20 minutos ii. BrCH,CO,Et,
t.a., 24h; d: Acetona, CrO3/H2S04,t.a. 30 minutos; e: i. SOCI, DMF, Hex, refluxo, 2hrs, ii. DCM, Amina, TEA, refluxo (35°C), 2hrs; g: i. NH,OH HCI, KOH, MeOH, t.a,
48h, ii. refluxo70°C, 10h.
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Parte Experimental




31

6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Materiais e Métodos

Os procedimentos experimentais em Sintese Organica foram realizados no
Laboratorio de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas (LADETER) da
Universidade Catodlica de Brasilia (UCB), e no Laboratério de Desenvolvimento de
InovacBes Terapéutica (LDT) da Universidade de Brasilia (UnB), no periodo entre
janeiro de 2017 e janeiro de 2018.

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 calcio e destilados antes do uso.

As reacoes foram realizadas sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente
ou em aquecimento em banho de 6leo. Para as rea¢fes assistidas por radia¢cdo 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 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 visualizadas em lampada ultravioleta UV (254
nm) e reveladores — solucdo hidroalcoodlica de cloreto férrico a 5% e iodo — 0 que
permitiu o calculo do fator de retencéo (Rf) de cada substancia. 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 um sistema de alto-vAcuo com pressao
variando entre 10 e 0,1 mmHg. Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram
determinados em aparelho digital de fusdo MQAPF302.
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Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H —
300 MHz ou 500 MHz) e de carbono 13 (RMN de 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 CDCls como solvente e tetrametilsilano (TMS)
como referéncia interna. Os valores de deslocamento quimico (d) s&o referidos em
parte por milhdo (ppm) em relacdo ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). As areas dos sinais foram obtidas por integracdo eletrbnica e suas
multiplicidades descritas como: simpleto (s); sinal largo (sl); dupleto (d); tripleto (t);
quarteto (q) e multipleto (m). A Figura 9 apresenta a estrutura Markush e numeragdes

padronizadas visando facilitar a analise dos espectros.

Figura 9: Numeracdo e legendas empregadas no assinalamento de sinais em RMN de 'H e de

13C. Fonte: Préprio autor.

1 2 4 6 8 2
A o
~ N
Y . Z
A=OH ;Y=CH,
A=0OH ;Y=CO
A =NHAr; Y=CO 5'
M NH ~ NH ~ NH H
1" 5 1" 5 1 o
" 4" 2" \O 4 2 \)I\ c
3 3 . O/\
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6.1 Metodologia Sintética e Caracterizacdo dos Compostos

Os derivados e intermediarios foram sintetizados a partir da mistura de cardanois

(26A-C) fornecida pela Resibras Industria de Castanhas.

6.1.1. Obtencéo da Mistura de Cardanois a Partir do LCC Técnico (26A-C)

OH

R
Mistura de Cardanois

(26A-C)

O LCC técnico foi purificado por coluna cromatografica em gel de silica eluida
com mistura de hexanos fornecendo a misturas de cardandis em rendimento de 90%

em relacdo a massa total aplicada.

6.1.2. Obtencédo da Mistura Acetilada de Cardanois (30A-C)

(0]
OH o)k
AC,0/H;PO,
MO, 450W, 3 min
CisHston CisHz1.n
n=2,4e6
Mistura de Cardanois Mistura de Cardandis Acetilados
(26A-C) (30A-C)

A um Erlenmeyer (125 mL) foram adicionados 2,00 g da mistura de cardanois
(6,57 mmol), 1,25 mL de anidrido acético destilado (13,14 mmol) e acido fosférico (4
gotas). A mistura foi submetida a aguecimento em forno de micro-ondas convencioal,
durante 3 minutos (3 x 1’) a poténcia de 450 W (50 %). Em seguida, a mistura foi
extraida com acetato de etila (3 x 10,0 mL) e as fracdes organicas reunidas lavadas
com solucéo de bicarbonato de sddio a 5 % (10,0 mL), solugcéo de acido cloridrico a
10 % (10,0 mL), solucéo salina saturada (10,0 mL) e seca sob sulfato de sédio anidro.
ApoGs evaporagao do solvente a pressao reduzida, a mistura reacional foi purificada
por cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com diclorometano, fornecendo a
mistura acetilada em rendimento de 90 %, a qual n&o foi caracterizada por RMN e
utilizada para a préxima etapa.
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6.1.3. Obtencéo do Derivado 3-(8-Hidroxioctil)fenol (LDT71, 29)

o
o)J\ OH

1. 03/02, DCM/MeOH
-78°C, 80 minutos

2. NaBH,4, MeOH/EtOH

c15H31-n ta., 16h 7 OH

Mistura de C(g;d:?éﬁ)is Acetilados LDT 71 (29)

A um baléo para ozondlise (250 mL) foram adicionados 10,00 g (33,06 mmol)
da mistura de cardanois acetilados, diclorometano (35,0 mL) e metanol (35,0 mL). O
sistema reacional foi resfriado em banho de gelo seco/ acetona a temperatura de
aproximadamente - 70 °C e submetido a fluxo continuo de ozénio (5 g/mL) em oxigénio
por uma hora e vinte minutos (2 x 40’). Apos o término do tempo estabelecido, o
excesso de ozo6nio foi purgado com fluxo de nitrogénio, a solucao transferida para
Erlenmeyer de 1000 mL e, sob banho acetona/gelo seco, foram adicionados metanol
(30,0 mL), etanol (30,0 mL) e 10 g de borohidreto de sodio (268,99 mmol),
permanecendo a reacdo sob agitacdo magnética por 16 horas com evolugdo a
temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi acidificada com solucédo de acido
cloridrico concentrado a pH 3,0, o residuo extraido com acetato de etila (3 x 20,0 mL)
e as fracdes organicas reunidas lavadas com solucdo saturada de cloreto de sédio
saturada (30,0 mL) e seca sob sulfato de sédio. Ap6s a evaporacao do solvente, o
produto foi purificado em coluna com gel de silica, eluida com diclorometano,
cloroférmio e cloroférmio e etanol, levando ao derivado diidroxilado 29.

8-(3-Hidroxifenil)octan-1-ol (LDT71, 29)
OH Oleo Amarelado
Rendimento: 67 %
Rf: 0,2 (CHCls)
Formula Molecular: C14H220-
Massa Molar: 222,323 g/mol

7 OH
RMN de tH (500 MHz, CDCls): & 1,30 (s, 8H, 3-6): 1,56-1,58 (m, 4H, 2 e 7); 2,53 (t, J
= 7,5 Hz, 2H, 8); 3,65 (t, J = 6,5 Hz, 2H, 1); 4,11 (sl, 2H, ArOH e CH20H): 6,66 (d, J =
8,3 Hz, 1H, 4’); 6,67 (s, 1H, 2'): 6,72 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 8); 7,12 (t, J = 7,6 Hz, 1H, 5).
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RMN de =2C (125 MHz, CDCl3): & 25,8 (CHz, 3); 29,2 (CHz, 3); 29,4 (CHz, 5); 29,45
(CHz, 6); 31,3 (CHz, 2); 32,7 (CHz, 7); 35,9 (CH2, 8); 63,3 (CH, 1); 112,8 (CH, 4'),
115,6 (CH, 2'); 120,8 (CH, 6'); 129,5 (CH, 5'); 144,9 (C, 1’); 156,0 (C, 3).

6.1.4. Obtengéo do Derivado B-oxaéster LDT296 (31)

OH 0/\H/ NG

o
1. K,CO3 (2eqv)
Acetona, t.a., 20 minutos

- OH 2 BrCH,CO,Et (1,25eqv) OH
t.a. 24h 7

LDT 71 (29) LDT 296 (31)

A um baldo (50 mL) foram adicionados 1,25 g do derivado 29 (5,62 mmol), 1,55
g de carbonato de potassio (11,24 mmol) e acetona (25 mL) permanecendo a mistura
sob agitacdo magnética por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds este tempo,
foram acrescentados 0,8 mL de bromoacetato de etila (7,03 mmol) e a reacgao
permaneceu em agitacdo a temperatura ambiente por mais 24 horas. Apos
certificacdo da formacdo do produto por CCD, o solvente foi evaporado a pressao
reduzida e o residuo extraido com acetato de etila (3 x 10,0 mL). As fracbes organicas
reunidas foram lavadas com solu¢édo de HCl a 10 % (10,0 mL), solucdo de cloreto de
sédio saturada (20,0 mL) e seca sob sulfato de sddio. Apds a evaporacgao do solvente
a pressao reduzida, o produto foi purificado em coluna com gel de silica, eluida com

mistura diclorometano-cloroférmio, levando ao derivado B-oxaéster 31.
2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi) acetato de etila (LDT296, 31)

Oleo Incolor

o O .
Rendimento: 70 %

© Rf: 0,55 (CHCl3 60 %: EtOH 40 %)

Formula Molecular: CigH2804

; OH Massa Molar: 306,402 g/mol

RMN de tH (500 MHz, CDCl3): & 1,30 (t, J = 7,2 Hz, 3H, d); 1,31 (sl, 8H, 3-6);1,54-1,59
(m, 4H, 2 e 7); 2,57 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 8); 3,61 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 4,27 (9, J=7,1
Hz, 2H, c); 4,60 (s, 2H, a); 6,70 (dd, J = 7,3 Hz, J = 1,6 Hz, 1H, 4’); 6,76 (sl, 1H, 2’);
6,81(d,J=7,4Hz 1H,6); 7,19 (t, J=7,9 Hz, 1H, 5").
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RMN de 2C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CH3, d); 25,9 (CH2, 3); 29,3 (CH2, 6); 29,5
(CH2, 5); 29,6 (CH2, 4); 31,4 (CH2, 7); 32,9 (CH2, 2): 36,1 (CH2, 8); 61,5 (CH2, ¢);
63,1 (CH2, 1); 65,6 (CH2, a); 111,6 (CH,4’); 115,3 (CH, 2'); 122,1 (CH, 6'); 129,4 (CH,
5'); 144,9 (C, 1'); 158,0 (C, 3'); 169,3 (CO2CH2CHa, b).

6.1.5. Obtenc&o do Derivado Acido LDT298 (32)

o~ NG
T iy

CrOg/H,S04 o

Acetona, t.a. 30 minutos

7 OH 7 OH

LDT 296 (31) LDT 298 (32)

A um baldo (50 mL) foram adicionados 1,50 g do derivado 31 (4,90 mmol), e
acetona (20,0 mL). Sob banho de gelo, foi adicionado, gota a gota, o reagente de
Jones (preparado através da solubilizacdo de 10 g de cromo com 10 mL de &cido
sulfarico adicionados aos poucos sob agitacdo, vertidos posteriormente em agua em
outro béquer, também em agitacdo) até a reacdo permanecer na coloracdo castanha
por cinco minutos, indicando o fim da reacdo. O excesso do reagente de Jones foi
desativado pela adicdo de &lcool isopropilico (1,0 mL) e a mistura extraida com
cloroférmio (3 x 10,0 mL). As fragdes reunidas foram lavadas com solucéo de cloreto
de sédio saturada (10,0 mL) e seca sob sulfato de sédio anidro. Apds evaporacéo do
solvente a pressao reduzida, os residuos foram purificados em coluna de gel silica
eluida com diclorometano e mistura de diclorometano e cloroférmio, levando ao
derivado-alvo acido correspondente.

Acido 8-(3-(carbetdximetoxifenil)octanoico (LDT298, 32)
o Oleo Amarelado
O/ﬁ‘/ ~ Rendimento: 83 %
° 5 Rf: 0,55 (CHCI3 60 %: EtOH 40 %)
Formula Molecular: CigH260s

, OoH Massa Molar: 322,401 g/mol

RMN de 1H (300 MHz, CDCls): & 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H, d); 1,33 (m, 6H, 4-6); 1,61-
1,63 (m,4H,3 e 7); 2,34 (t, J=7,4 Hz, 2H, 2); 2,58 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 8); 4,28 (q, J =
7,1 Hz, 2H, c¢); 4,61 (s, 2H, a); 6,72 (d, J =8,1 Hz, 1H, 4’); 6,76 (s, 1H, 2°); 6,82 (d, J =
7,5Hz,1H,6’); 7,19 (t, = 7,8 Hz, 1H, 5’).
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RMN de 2C (75 MHz, CDCls):5 14,4 (CHs, d); 24,8 (CH2, 3); 29,1 (CH2,5); 29,2 (CHa,
4); 29,23 (CHz, 6); 31,3 (CH2, 7); 34,2 (CHz, 2); 36,0 (CHz, 8); 61,5 (CH2, ¢); 65,7 (CHz,
a); 111,7 (CH, 4); 115,3 (CH,2'); 122,1 (CH, 6); 129,4 (CH, 5'); 144,8 (C, 1'); 158,1
(C, 3'); 169,3 (CO2CH2CHs, b); 179,8 (C, 1).

6.1.6. Procedimento Geral para Obtencédo dos Derivados Amidicos (33-37)
o o
o o
O 1.80Cl,, DMF, Hex, 35°C, 2hrs - 0
2. Amina (eqv),o DCM, TEA (2 eqv),r
OH 35°C, 2hrs w

7 7

W = CgHsNH,
W = CH3CgH4NH,

(33)

LDT 298 (32) o)
LDT702 (35) W = CgHsNHCgH4NH;

(36)

(37)

W = CgHsOCgH4NH,
W = CH30CgH4NH,

Em um baldo (10 mL) foram adicionados 0,40 g do derivado 32 (1,24 mmol),
3,7 mL de cloreto de tionila (51,00 mmol), 1 gota de DMF e hexano (5,0 mL),
permanecendo a reacdo em agitacado e sob refluxo em banho de 6leo a temperatura
de 35 °C por 2 horas. Em seguida, o excesso de cloreto de tionila e hexano foi
destilado e o cloreto de &acido resultante foi diluido com diclorometano anidro (3,0 mL)
e transferido, sob banho de gelo, a um baldo (10 mL) contendo 2,48 mmol da
respectiva amina (2 eqv), trietilamina (2 eqv) e diclorometano anidro (3,0 mL). A
mistura foi entdo submetida a refluxo em banho de 6leo a 35 °C por mais 2 horas.
Apoés término do tempo previsto para reacdo, o solvente foi evaporado a presséo
reduzida e a mistura extraida com acetato de etila (3 x 5,0 mL). As fracBes orgéanicas
reunidas foram lavadas com bicarbonato de sédio 5% (5,0 mL), solu¢do de HCl a 10
% (5,0 mL) e solucado de cloreto de sddio saturada (10,0 mL). Apos secagem sob
sulfato de sodio anidro, o solvente foi evaporado a presséao reduzida, e o residuo foi
purificado em coluna de gel silica eluida com cloroférmio e mistura de cloroférmio e
etanol, levando aos derivado-alvos LDT700 (33), LDT701 (34), LDT702 (35), LDT703
(36) e LDT704 (37).
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2-(3-(7-(Fenilcarbamoileptil)fendxi)etanoato de etila (LDT700, 33)

o/ﬁ(ov Solido alaranjado
Rendimento: 52 %
o)
0 Rf: 0,22 (CHCI; 99 %:EtOH 1 %)
Formula Molecular: C24H31NOg4

N
7 H

Massa Molar: 397,455 g/mol

RMN de *H (300 MHz, CDCls): 6 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H, d); 1,31 (m, 9H, 4-6); 1,59 (t,
J=6,5Hz, 2H, 3); 1,68 (t, J=6,5Hz, 2H, 7); 2,31 (t, J=7,4 Hz, 2H, 2); 2,55 (t, J= 7,5
Hz, 2H, 8); 4,26 (q, J = 7,1 Hz, 2H, c¢); 4,60 (s, 2H, a); 6,70 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 4°); 6,74
(s, 1H,2’); 6,80 (d,J=7,5Hz, 1H, 6’); 7,07 (t, I =7,3 Hz, 1H, 4"); 7,18 (t, J = 7,8 Hz,
1H,5’); 7,29 (t, J=7,6 Hz, 2H, 3" e 5”); 7,52 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2" € 6”).

RMN de 2C (75 MHz, CDCla): & 14,3 (CHs, d); 25,7 (CH2, 3); 29,1 (CH2,5); 29,28 (CH>,
4); 29,3 (CH2, 6); 31,3 (CH2, 7); 36,0 (CHz, 8); 37,8 (CHz, 2); 61,5 (CH, ¢); 65,6 (CHz,
a); 111,6 (CH, 4'); 115,3 (CH, 2'); 120,0 (CH, 6'); 122,2 (2CH, 2” e 6”); 124,2 (CH, 4”);
129,1 (2CH, 3” e 57); 129,4 (CH, 5); 138,3 (C, 1”); 144,8 (C, 1'); 158,0 (C, 3'); 169,3
(CO2CH2CHs, b): 171,8 (CONH, 1).

2-(3-(7-(4-Metilfenilcarbamoil)heptil)fenoxi)etanoato de etila (LDT701, 34)

Sélido marrom

0 O )
Rendimento: 31 %

° 5 Rf: 0,26 (CHCl3 99 %:EtOH 1 %)
Q/ Formula Molecular: C2sH33NO4
. N Massa Molar: 412,544 g/mol
RMN de tH (300 MHz, CDCls): & 1,30 (t, J = 7,2 Hz, 3H, d); 1,34 (sl, 2H, 4-6); 1,60 (s,
2H, 3); 1,70-1,74 (m, 2H, 7); 2,31-2,33 (m, 5H, 2 e ArCHz3); 2,57 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 8);
4,28 (q,J =7,1Hz, 2H, c¢); 4,61 (s, 2H, a); 6,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 4’); 6,75 (s, 1H, 2’);

6,81 (d, J=7,4Hz, 1H,6); 7,11 (t, J=7,8 Hz, 1H, 3" € 5”); 7,18 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5);
7,40 (d, J = 7,9 Hz, 2H, 2” € 6”)

RMN de =2C (75 MHz, CDCls): & 14,4 (CHs, d); 21,0 (CHs, ArCHa); 25,8 (CHz, 3); 29,2
(CH2,5); 29,3 (CHz, 4); 29,3 (CH2, 6); 31,3 (CHz, 7); 36,0 (CHz, 8); 37,9 (CH2, 2); 61,5
(CHz, ¢); 65,7 (CH2, a); 111,7 (CH, 4); 115,3 (CH, 2); 120,1 (CH, 6'); 122,2 (2CH, 2”
e 6”); 129,4 (CH, 5'); 129,6 (2CH, 3” e 5”); 133,7 (C, 4”); 135,5 (C, 1”); 144,7 (C, 1°);
157,9 (C, 3'); 169,2 (CO2CH2CHs, b); 171,3 (CONH, 1).
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2-(3-(7-(4-Fenilaminofenilcarbamoil)heptil)fendxi)etanoato de etila (LDT702, 35)
O/ﬁ(o\/ Solido marrom
S o Rendimento: 30 %
o /©/ \© Rf: 0,24 (CHCI5 99 %:EtOH 1 %)
Formula Molecular: CzoHzsN204
Massa Molar: 489,634 g/mol

RMN de 1H (300 MHz, CDCls): 8 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H, d); 1,34 (s, 2H, 4-6); 1,60 (sl
2H, 3); 1,71 (sl, 2H, 7); 2,32 (t, J = 7,1 Hz, 2H, 2); 2,57 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 8): 4,28 (q,
J=7,1Hz, 2H, c); 4,61 (s, 2H, a); 6,71 (d, J=8,2 Hz, 1H, 4°); 6,76 (s, 1H, 2°); 6,82 (d,
J=7,4Hz 1H, 6’); 6,91 (sl, 1H, 4); 7,03 (sl, 4H, 3”7, 5", 2" e 6’); 7,19 (t, J = 7,9 Hz,
1H,5’); 7,25 (t, J=7,3Hz, 2H, 3" e 5); 7,40 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2” ¢ 6”)

RMN de 25C (75 MHz, CDCls): & 14,4 (CHs, d); 25,8 (CHz, 3); 29,2 (CHz, 5); 29,3
(2CH2,4 € 6); 31,3 (CHz, 7); 36,0 (CHz, 2); 37,8 (CH2, 8): 61,5 (CH2, c); 65,7 (CHz, a);
111,7 (CH, 4); 115,3 (CH, 2’); 117,5 (2CH, 3” € 5”); 119,4 (2CH, 2" € 6”’); 121,1 (CH,
4): 121,7 (2CH, 2” e 6”); 122,2 (CH, 6°); 129,5 (CH, 5'): 129,6 (2CH, 3" e 5™); 132,2
(C, 47); 139,0 (C, 1”); 143,0 (C, 1"); 144,8 (C, 1); 158,1 (C, 3); 169,4 (CO2CH2CHs,
b); 171,5 (CONH, 1).

2-(3-(7-(4-Fendxifenilcarbamoil)heptil)fenoxi)etanoato de etila (LDT703, 36)

Soélido marrom

O/\[(O\/
Rendimento: 41 %

o) o)
o) Rf: 0,2 (CHCI3 99 %:EtOH 1 %)
Formula Molecular: CzoHzsNOs

Massa Molar: 490,614 g/mol

RMN de *H (300 MHz, CDCls): 6 1,31 (t, J = 7,3 Hz, 3H, d); 1,35 (sl, 2H, 4-6); 1,60 (sl,
2H, 3); 1,71 (sl, 2H, 7); 1,85 (sl, 1H, NH); 2,34 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 2); 2,56 (t, J = 7,6 Hz,
2H, 8); 4,28 (9, J = 7,1 Hz, 2H, ¢); 4,61 (s, 2H, a); 6,71 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 4’); 6,76 (s,
1H, 2’); 6,82 (d,J =7,5Hz, 1H, 6’); 6,98 (d, J = 8,3 Hz, 4H, 3", 5", 2" e 6'"); 7,08 (t, J
=7,7Hz,1H,4”); 7,19 (t,J=7,8 Hz, 1H, 5’); 7,32 (t, J=7,9 Hz, 2H, 3" e 5); 7,49
(d,J=8,6 Hz, 2H, 2” e 6”)
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RMN de *C (75 MHz, CDCla): & 14,4 (CHs, d); 25,8 (CHz, 3); 29,2 (CH2,5); 29,3 (2CH>,
4 e 6); 31,3 (CHz, 7); 36,0 (CH2, 2); 37,8 (CH2, 8); 61,5 (CHz, ¢); 65,7 (CHz, a); 111,7
(CH, 4): 115,3 (CH, 2); 118,6 (2CH, 3” e 57); 119,8 (2CH, 2"” € 6”*): 121,8 (2CH, 2" e
6”); 122,2 (CH, 6'); 123,2 (CH, 4™"); 129,5 (CH, 5'); 129,9 (2CH, 3" e 5™); 133,8 (C,

17); 144,8 (C, 1); 153,5 (C, 4”); 157,8 (C, 1™); 158,0 (C, 3'); 169,3 (CO2CH2CHs, b);
171,8 (CONH, 1).

2-(3-(7-(4-Metoxifenilcarbamoil)heptil)fendxi)etanoato de etila (LDT704, 37)
O/YO\/ Sélido marrom
Rendimento: 62 %

0 O
o Rf: 0,26 (CHCI3 99 %:EtOH 1 %)
Formula Molecular: C1gH2sNOs
Massa Molar: 428,544 g/mol

RMN de H (300 MHz, CDCls): & 1,30 (t, J = 7,2 Hz, 3H, d); 1,34 (sl, 2H, 4-6); 1,58 (sl,
2H, 3): 1,69 (s, 2H, 7); 2,30 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 2); 2,56 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 8); 3,77 (s,
3H, OCHa); 4,27 (g, J = 7,1 Hz, 2H, ¢); 4,60 (s, 2H, a); 6,70 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 4'); 6,74
(s, 1H, 2'); 6,81 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 6'); 6,83 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 3" € 57); 7,18 (t, I = 7,8
Hz, 1H, 5'); 7,41 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2” € 6”)

RMN de 2C (75 MHz, CDCls): 14,3 (CHs, d); 25,8 (CHz, 3); 29,1 (CH2, 5); 29,3 (2CHs,
4 e 6); 31,2 (CH2, 7); 36,0 (CHz, 8); 37,6 (CHz, 2); 55,6 (OCHs); 61,5 (CHz, C); 65,6
(CHz, a); 111,6 (CH, 4'): 114,3 (2CH, 3” e 5”): 115,3 (CH, 2); 121,9 (2CH, 2” e 6");
122,1 (CH, 6'); 129,4 (CH, 5); 131,4 (C, 1”); 144,7 (C, 1); 156,5 (C, 4”); 158,0 (C, 3');
169,3 (CO2CH2CHs, b); 171,6 (CONH, 1).
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6.1.7. Procedimento Geral para Obtencéo dos Derivados Hidroxamicos (38-42)

o/ﬁ‘/()\/ o/\[( ~oH

o o 1. NH,0H HCI (19eqv), KOH (18 eqv), 0 o
"MeOH, t.a, 48h,
-
.
o
w 2. Refluxo, 70°C, 10h. w
7 7

LDT700 (33) W = CgHsNH, LDT705 (38) W = CgHsNH;
LDT701 (34) W = CH3CgH4NH, LDT706 (39) W = CH3CgH4NH>
LDT702 (35) W = CgHsNHCGH4NH, LDT707 (40) W = CgHsNHCgHsNH,
LDT703 (36) W = CgHsOCgH4NH, LDT708 (41) W = CgH50CgH4NH,
LDT704 (37) W = CH30CgH4NH; LDT709 (42) W = CH30CgH4NH;

A um baldo de 10 mL em banho de gelo foram adicionados 1,00 g (17,82 mmol)
de hidréxido de potassio e metanol (3,0 mL) que permaneceu sob agitacdo magnética
até completa solubilizacdo. Em seguida foram adicionados 1,25 g (17,99 mmol) de
cloridrato de hidroxilamina e a reacdo de neutralizacdo permaneceu sob agitacao
magnética a temperatura ambiente por 2 horas. Posteriormente a mistura foi filtrada
para outro baldo de 10 mL que continha 0,20 g do respectivo éster (~0,41 a 0,50
mmol), 0,07 g de cloridrato de hidroxilamina (1,00 mmol) e metanol (1,0 mL). A mistura
foi submetida a agitacdo magnética vigorosa a temperatura ambiente por 24 horas.
Apos este periodo, as reacdes incompletas identificadas por placa CCD foram
submetidas a refluxo por 10 horas. Em seguida o solvente foi evaporado a pressao
reduzida, o residuo extraido com acetato de etila (3 x 5,0 mL) e a fase organica lavada
com solu¢bes de HCIl a 10 % (5,0 mL), saturada de cloreto de sédio (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 cloroférmio e gradiente de mistura de
cloroférmio e etanol (1 % a 3 %).

N-Hidroéxi-2-(3-(7-(fenilcarbamoileptil)fendxi)etanamida (LDT705, 38)

o/ﬁ‘/ ~oH Rendimento: 43 %
o Rf: 0,9 (CHCI; 97 %:EtOH 3 %)
* /@ Formula Molecular: Ca2H2sN204
N Massa Molar: 385,485 g/mol
T H

RMN de *H (300 MHz, CDCls): & 1,30 (s, 7H, 4-6): 1,56 (t, J = 6,2 Hz, 4H, 3 e 7); 2,28
(t, J = 7,2 Hz, 2H, 2): 2,52 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 8); 4,43 (s, 2H, a); 6,74 (d, J = 7,2 Hz,
1H, 4'): 6,78 (sl, 2H, 2’ € 6'); 7,00 (t, J = 7,2 Hz, 1H, 4”); 7,17 (t, J = 7,7 Hz, 1H, 5);
7,27 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 3" e 5”); 7,58 (d, J = 7,7 Hz, 2H, 2" e 6”); 8,98 (s, 1H,
CONHOH); 9,86 (s, 1H, CONH); 10,79 (s, 1H, CONHOH).
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RMN de 23C (75 MHz, CDCls): & 25,6 (CHz, 3); 29,0 (CH2,5); 29,1 (2CH>, 4 e 6); 31,2
(CHz, 7); 35,6 (CHz, 8); 36,9 (CH2, 2); 66,3 (CHz, a); 112,1 (CH, 4°); 115,2 (CH, 2');
119,5 (2CH, 2” e 6”); 121,7 (CH, 6'); 123,4 (CH, 4”); 129,1 (2CH, 3" e 5”); 129,6 (CH,
5'): 139,8 (C, 1”); 144,4 (C, 1'); 158,3 (C, 3'); 164,8 (CONHOH, b); 171,7 (CONH, 1).

N-Hidroéxi-2-(3-(7-(4-metilfenilcarbamoil)heptil)fendxi)etanamida (LDT706, 39)

O/\[( ~on Rendimento: 40 %
J Rf: 0,9(CHCI; 97 %:EtOH 3 %)
o Formula Molecular: C23HzoN204
N@/ Massa Molar: 399,505g/mol
7 H

RMN de *H (300 MHz, CDCls): & 1,23-1,30 (sl, 7H, 4-6); 1,55-1,56 (m, 4H, 3 e 7); 2,23
(s, 3H, ArCHa); 2,25 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 2); 2,52 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 8); 4,42 (s, 2H, a);
6,74 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 4’): 6,78 (s, 2H, 2’ e 6’); 7,07 (d, J = 8,0 Hz, , 2H, 3" e 57);
7,17 (t, J=7,8 Hz, 1H, 5'); 7,46 (d, J = 8,1 Hz, 2H, 2" e 6”); 8,96 (s, 1H, CONHOH);
9,74 (s, 1H, CONH); 10,79 (s, 1H, CONHOH).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls): & 20,9 (CHs, ArCHs); 25,6 (CHz, 3); 29,0 (CHz,5); 29,1
(2CHz2, 4 e 6); 31,2 (CHz, 7); 35,6 (CHz2, 8); 36,8 (CHz2, 2); 66,3 (CHz, a); 112,1 (CH, 4°);
115,2 (CH, 2’); 119,5 (2CH, 3” e 5”); 121,7 (CH, 6’); 123,4 (CH, 4”); 129,4 (CH, 2" e
6”); 129,6 (CH, 5’); 132,2 (C, 4”); 137,3 (C, 1”); 144,4 (C, 1’); 158,3 (C, 3’); 164,8
(CONHOH, b); 171,5 (CONH, 1).

N-Hidroxi-2-(3-(7-(4-fenilaminofenilcarbamoil)heptil)fendxi)etanamida (LDT707, 40)
O/W ~OH Rendimento: 52 %
H Rf: 0,8 (CHCl3 97 %:EtOH 3 %)
\© Formula Molecular: CogH33N3O4
Massa Molar:476,596 g/mol
RMN de *H (300 MHz, CDCls): 6 1,22-1,30 (sl, 7H, 4-6); 1,55 (sl, 4H, 3 e 7); 2,25 (s,
2H, 2); 2,50 (s, 2H, 8); 4,42 (s, 2H, a); 6,73 (d, J =6,1 Hz, 1H, 4’); 6,78 (sl, 2H, 2’ e 6’);

6,97-7,01 (m, 5H, 37, 5”, 2", 4" € 6™); 7,17 (sl, 3H, 5", 3" e 5”); 7,46 (d, J = 8,0 Hz,
2H, 2” € 6”); 8,02 (s, 1H, CONHOH): 9,75 (s, 1H, CONH); 10,84 (s, 1H, CONHOH).
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RMN de 3C (75 MHz, CDCla): & 25,7 (CHz, 3); 29,1 (3CH2,4, 5 e 6); 31,3 (CHz, 7); 35,6
(CHz, 2): 36,8 (CHz, 8); 66,2 (CH2, a); 112,1 (CH, 4); 115,2 (CH, 2'); 116,1 (2CH, 3" e
5"): 118,4 (2CH, 2" € 6”’); 119,3 (CH, 4™"): 120,8 (2CH, 2” € 6”); 121,7 (CH, 6'); 129,6
(3CH, 5, 3” e 5”); 132,2 (C, 4”); 138,9 (C, 1”); 144,4 (C, 1'); 158,3 (C, 3'); 164,8
(CONHOH, b); 171,1 (CONH, 1).

N-Hidroéxi-2-(3-(7-(4-fendxifenilcarbamoil)heptil)fendxi)etanamida(LDT708, 41)

O/Y ~oH Rendimento: 47 %
o o Rf: 0,9(CHCI3; 97 %:EtOH 3 %)
o] /©/ \© Formula Molecular: CogH32N20s
g H Massa Molar: 477,575 g/mol

RMN de H (300 MHz, CDCla): & 1,23-1,30 (s, 7H, 4-6); 1,56-1,58 (m, 4H, 3 e 7); 2,28
(t, J = 7,3 Hz, 2H, 2): 2,53 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 8); 4,43 (s, 2H, a); 6,75 (d, J = 9,3 Hz,
1H, 4°); 6,79 (s, 1H, 2); 6,94 (d, J = 6,7 Hz, 1H, 6'); 6,97 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 37, 5", 2"
e 6”); 7,08 (t, J = 7,4 Hz, 1H, 4); 7,17 (t, J = 8,0 Hz, 1H, 5'): 7,35 (t, J = 8,0 Hz, 2H,
3" e57);7,61(d,J=8,9Hz, 2H, 2" e6”); 8,98 (s, 1H, CONHOH); 9,90 (s, 1H, CONH);
10,81 (s, 1H, CONHOH).

RMN de 2C (75 MHz, CDCls): & 25,1 (CH2, 3); 28,57 (CHz, 5); 29,6 (2CH2, 4 e 6); 30,8
(CHz, 7): 35,1 (CHz, 2); 36,3 (CH2, 8); 65,8 (CHz, a); 111,6 (CH, 4°); 114,8 (CH, 2');
117,8 (2CH, 3” € 5”); 119,4 (2CH, 2" € 6”"); 120,7 (2CH, 2” € 6”); 121,2 (CH, 6'); 122,9
(CH, 4”); 129,1 (CH, 5); 129,9 (2CH, 3" e 5™); 135,3 (C, 17); 143,9 (C, 1'); 151,4 (C,
4”): 157,5 (C, 1"); 157,8 (C, 3'); 164,4 (CONHOH, b); 171,0 (CONH, 1).

N-Hidroéxi-2-(3-(7-(4-metoéxifenilcarbamoil)heptil)fendxi)etanamida (LDT709, 42)

O/YN\OH Rendimento: 52 %
o 5 o Rf: 0,7 (CHCI3 97 %:EtOH 3 %)
/©/ Formula Molecular: Co3H3zoN20s
. N Massa Molar: 415,505 g/mol

RMN de tH (500 MHz, CDCls): & 1,30 (s, 7H, 4-6): 1,55-1,56 (m, 4H, 3 e 7); 2,24 (t, J
= 7,1 Hz, 2H, 2); 2,52 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 8): 3,70 (s, 3H, OCHa): 4,42 (s, 2H, a); 6,74
(d, J = 8,0 Hz, 1H, 4’); 6,78 (s, 1H, 2’); 6,81 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 6°); 6,85 (d, J = 8,4 Hz,
2H, 3" € 5”); 7,17 (t, J = 7,4 Hz, 1H, 5'); 7,48 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 2" € 6”); 9,70 (s, 1H,
CONH);
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RMN de 2C (125 MHz, CDCla): & 25,6 (CHz, 3); 29,0 (CHz, 5); 29,1 (2CHz, 4 e 6); 31,2
(CHa, 7); 35,6 (CHz, 8); 36,7 (CH2, 2); 55,6 (OCHa); 66,3 (CH2, a); 112,1 (CH, 4'); 114,2
(2CH, 3” e 5”); 115,2 (CH, 2); 121,0 (2CH, 2” e 6”): 121,7 (CH, 6'); 129,6 (CH, 5');
133,0 (C, 1”): 144,4 (C, 1’); 155,4 (C, 4”); 158,3 (C, 3'); 164,8 (CONHOH, b); 171,2
(CONH, 1).

Figura 10: Derivados-alvo planejados a partir damistura de cardanois. Fonte: Préprio autor.
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6.2. Avaliacao Bioldgica in vitro
6.2.1. Perfil de atividade frente a histona desacetilase humanas

Os testes para determinacdo da atividade inibitéria frente a HDACs humanas
das classes1(1,2,3€e8),11(4,5,6,7,9e10) e IV (11) foram realizados pela Reaction
Biology Corporation (RBC).

Os derivados-alvo foram previamente diluidos em DMSO para concentracao de
10 mM e testados a 10 pM em duplicata contra 11 HDACs (1 -11). Para
HDAC1,HDAC2, HDAC3, HDAC6 e HDAC10 foram utilizados o substrato peptidico
fluorogénico dos residuos 379 a 382 (RHKK(AcC)AMC) de células p53 e 0 mesmo
residuo diacetilado (RHK(Ac)K(Ac)AMC) para HDACS8. Para HDAC4,HDAC5, HDAC?,
HDAC9 e HDACL11 foi utilizada Lisina trifluoroacetilada. A Tricostatina A (TSA) foi
utilizada como composto de referéncia em dose de 10 vezes o Clso calculado por meio
do programa GraphPad Prism 4 com diluicdo seriada em trés vezes comecando a 10
MM,



45

6.2.2. Perfil de atividade em culturas de Plasmodium falciparum

Os estudos do perfil antimalarico em culturas de Plasmodium falciparum bem
como atividade citotoxica frente a linhagem celular BGM e indice de seletividade foram
realizados pela Dra. Julia Penna Coutinho do Laboratorio de Malaria Experimental e
Humana do Centro de Pesquisa René Rachou (CPgRR/FIOCRUZ) sob supervisédo da
Dra. Antoniana Ursine Krettli. Infelizmente os protocolos desenvolvidos ndo foram
encaminhados pelas pesquisadoras que recomendaram a utilizacdo dos publicados
nas teses de Coutinho (2015) e Souza (2015) descritos a seqguir.

6.2.3. Solubilizagcdo dos compostos

Os derivados-alvos foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich) na concentragédo final de até 0,02%. O antimalarico controle, CQ, bem como
0s compostos utilizados no teste de citotoxicidade in vitro, foram diluidos em meio de
cultura RPMI (Sigma- Aldrich) incompleto [RPMI 1640 suplementado com 25 mM de
Hepes (Sigma-Aldrich), 21 mM de bicarbonato de sédio (Sigma-Aldrich), 11mM de
glicose (Sigma-Aldrich) e 40 ug/mL de gentamicina (Schering-Plough, Kenilworth,
New Jersey, EUA)]. As solugbes-teste foram preparadas no dia da realizagdo dos
experimentos.

6.2.4. Testes in vitro com formas sanguineas do P. falciparum

6.2.4.1. Cultivo continuo das fases intraeritrocitarias de P. falciparum

Os parasitos da cepa 3D7 (sensivel a CQ), originalmente recebidos da New
York University Medical School e do clone W2 (resistente a CQ) (ODUOLA et al., 1988)
foram cultivados em hemacias humanas A+ sob condigdes estabelecidas por Trager
& Jensen (1976), com pequenas modificagdes, utilizando protocolo previamente
padronizado no Laboratorio de Malaria do CPgRR (ANDRADE-NETO et al., 2004). Os
parasitos foram cultivados em placas de petri (Corning, Santa Clara, CA, EUA), com
hematocrito a 5 %, em meio de cultura RPMI suplementado com 10 % (v/v) de soro
humano A+ inativado. As placas foram mantidas em dessecadores a 37 °C, nos quais
a concentragdo adequada de oxigénio foi obtida pela combustdo de uma vela.
Diariamente, foram realizadas trocas do meio de cultura e a parasitemia monitorada
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em esfregagos, fixados com metanol, corados com Giemsa e visualizados em
microscopio optico com objetiva de imerséo (1000x).

Os cultivos com predominio de anéis, utilizados nos ensaios de quimioterapia,
foram sincronizados conforme descrito por Lambros & Vanderberg (1979).
Resumidamente, o meio de cultura foi retirado da placa de Petri e 10 mL de uma
solugao de sorbitol 5 % e glicose 0,5 % foram adicionados ao sedimento contendo o
sangue parasitado. O conteudo foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL,
incubado a 37 °C por 10 min e centrifugado por 5 min, 70 x g a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi retirado e o sedimento ressuspendido com meio RPMI completo,
ajustando o hematocrito para 5 %. Essa solugéo foi novamente transferida para uma
placa de Petri, e deixada em repouso por aproximadamente 10 min para que as
hemacias sedimentassem, quando foi realizado esfregago para determinacdo da
parasitemia. O hematécrito e a parasitemia foram ajustados com a adicao de
hemacias e meio RPMI completo em quantidades adequadas para o teste.

Esfregagos sanguineos de cultivos de P. falciparum, secos ao ar e fixados com
metanol, foram corados com solu¢ao de Giemsa na proporg¢éo de quatro gotas por mL
de solugao salina tamponada pH 6,8. Apés 10 minutos, as laminas foram lavadas em
agua corrente, secas ao ar e examinadas ao microscépio optico com objetiva de
imersao (1000x). A parasitemia foi determinada pela estimativa do niumero total de
hemacias por campo microscopico sendo contados os parasitos em 50 a 100 campos;
e expressa em porcentagem de hemacias parasitadas.

6.2.4.2. Ensaio da atividade cistostatica

Os experimentos ara a avaliagao da atividade citostatica frente a P. falciparum
dos derivados 38-42 foram realizados de acordo com Paguio et al (2011). As dilui¢gdes
seriadas foram realizadas em meio completo e aliquotas de 100 uL foram transferidas
para placas de 96 pogos com fundo em U. Apos adicdo dos parasitos (2% de
parasitemia e 2% de hematocrito, 100 ulL), as placas foram incubadas a 37 °C em
atmosfera de 5 % O2/5 % CO2/90 % N2. Para o teste citocida, apos 6 h de incubacao,
as placas foram lavadas trés vezes (700 x g por 3 min) para remover o meio contendo
os derivados-alvo. O sedimento foi ressuspendido em 200 uL de meio completo e a
placa foi reincubada por pelo menos 48 h. O teste citostatico foi realizado em paralelo,

no qual os parasitos foram mantidos em contato continuo com 38-42 em concentracao
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pelo menos 20 vezes menor que as utilizadas no teste citocida. Esta placa também foi
incubada por 48 h a 50 h. Finalizado o periodo de incubagéo, as placas foram
centrifugadas a 700 x g por 5 min a temperatura ambiente para remog¢ao do meio,
lavadas com PBS 1X e incubadas por 30 min com solu¢ao de tampao de lise [2,4228
g de TRIS ultra puro (para solugédo de 20 mM), pH 7.5; 1,8612 g de EDTA 5 mM ultra
puro (para solugado de 5 mM); 80 ug de Saponina (0,008% p/v); 800 uL de Triton X-
100 (0,08% v/v); agua Tipo I] e SYBR Safe DNA stain (1:5000). A fluorescéncia de
hemacias nao infectadas foi considerada como background. A fluorescéncia foi
medida em fluorimetro (Synergy H4, Biotek) a 485/535 nm.

As Clso — concentracao que inibe em 50% o crescimento dos parasitos — foram
determinadas pela comparagao entre o crescimento dos parasitos na auséncia dos
compostos-teste, considerado representativo de 100% de crescimento, com o
crescimento na presenga dos compostos-teste. Curvas dose-resposta foram geradas
utiizando o programa Microcal Origin Software 8.0 (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, EUA), possibilitando a determinacdo do valor de Clso para cada

composto-teste. A cloroquina foi utilizada como controle em ambos os testes.
6.2.5 Ensaios in vitro de citotoxicidade
6.2.5.1 Cultivo de células

A linhagem celular BGM, células de rim de macaco, foram doada pela
Universidade Federal de Minas Gerais. As células foram cultivadas como
recomendado (CALVO-CALLE et al., 1994). As células congeladas (-70 °C) foram
descongeladas a 37 °C e seu conteudo transferido para um tubo tipo Falcon de 50 mL
contendo RPMI incompleto e entdo centrifugadas a temperatura ambiente a 80 g por
5 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em meio RPMI
suplementado com 5 % de Soro Bovino Fetal (SBF) (Gibco/lnvitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) e 40 mg/L de gentamicina (Schering-Plough). As células foram transferidas para
garrafas de cultura de 75 cm? (Corning) e mantidas em estufa com 5 % de CO2, 95 %
de umidade e 37 °C. O meio das garrafas foi substituido a cada dois dias. Apos
confluéncia de 80 %, a cultura de células foi repicada, ou utilizada na realizagdo de
ensaios de citotoxicidade. Quando necessario, o congelamento foi realizado em

ampolas de criopreservagdo com uma solug¢ao contendo 95 % de SBF e 5% de DMSO.
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6.2.5.2 Ensaio de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em triplicatas, conforme descrito
por Madureira e colaboradores, (2002). Anteriormente a tripsinizagao, a garrafa de
cultura de células foi lavada com meio sem SBF, tripsinizadas utilizando-se 1 mL de
uma solugéao de tripsina-EDTA a 0,25 % (Gibco/Invitrogen) e incubadas a 37 °C por 3
min para que as células se descolassem da garrafa. Ao conteudo resultante da
tripsinizagao foram adicionados 10 mL de meio completo, que foi centrifugado a 80 g
por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em meio
completo com 5 % SBF. Apds contagem, as células foram distribuidas em microplacas
de 96 pogos (4x105 células/100 uL/pogo) e incubadas em estufa de CO2 a 37 °C por
24 h para que as células se aderissem a placa. Em seguida, 100 pL de meio completo
contendo diferentes concentragdes dos compostos foram adicionados aos pogos e as
placas incubadas por 24 h a 37 °C, 5 % de CO:2 e 95 % de umidade. Ao final deste
periodo, 20 puL de uma solugao de brometo 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) (Sigma- Aldrich), sal tetrazdlico, na concentragéo de 5 mg/mL e ressuspendido
em RPMI sem vermelho de fenol, foram adicionados aos pog¢os da placa (Denizot &
Lang, 1986). Apds 4 h de incubagdo com o MTT, o sobrenadante foi retirado e os
cristais de formazan, presentes no fundo da placa, na coloragdo purpura, foram
diluidos em uma solugdo de DMSO (100 uL/pog¢o). As microplacas foram lidas em um
leitor de ELISA, utilizando-se filtro de 570 nm e filtro diferencial de 630 nm. A
concentragao letal para 50 % das células (DLMsp), ha presenga dos compostos-testes
e do antimalarico controle, foi determinada quando comparada a célula cultivada sem

a presenca de compostos (considerada 100 % de viabilidade).

6.2.6 Indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) foi obtido calculando-se a raz&o entre o valor de DLMsp
pelo valor de Clso (BEZIVIN et al., 2003), sendo considerado ndo tdxico valores

maiores que 10.



49

6.2.7 Andlise Estatistica

O Programa GraphPad Prism 5 foi utilizado para a comparagao estatistica dos valores
de Clso gerados nos ensaios in vitro e das porcentagens de redugédo da parasitemia
nos ensaios in vivo. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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Resultados e Discussao
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1.Sintese e Caracterizacdo dos Compostos

O planejamento sintético propds a obtencédo de novas moléculas candidatas a
inibidores de histona desacetilases (HDAC) a partir da mistura de cardanois (26A-C).
As metodologias empregadas compreenderam procedimentos classicos de converséo
de grupos funcionais, tais como a acetilacdo em aquecimento assistido por radiacao
micro-ondas, ozondlise seguida de redugdo com borohidreto de sédio, O-alquilacéo
com bromoacetato de etila, oxidacdo de alcoois com reagente de Jones, amidacéao via
cloreto de acido, e obtencdo dos derivados hidroxamicos via aminolise com
hidroxilamina em condicbes experimentais a temperatura ambiente ou sob
aquecimento brando em banho de 6leo.

Os compostos foram caracterizados por métodos espectroscépicos de andlise
de RMN de 'H e de *3C.

7.1.1. Obtencao daMisturaAcetilada de Cardanois (30A-C)

(0]
OH ok
AC,0/H3PO,
MO, 450W, 3 min
CisH31n C4s5H31n
n=2,4e6
Mistura de Cardanois Mistura de Cardanois Acetilados
(26A-C) (30A-C)

A mistura 30A-C foi obtida como 6leo amarelo via acetilacdo da mistura de
cardanois com anidrido acético e acido fosférico sob aquecimento em forno de micro-
ondas domeéstico, em rendimento de 90 %. A mistura n&o foi caracteriza por métodos

espectroscopicos e submetida a préxima etapa.
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7.1.2. Obtencéo do Derivado 8-(3-Hidréxifenil)octan-1-ol (LDT71) (29)

o
o)k OH

1. 05/0,, DCM/MeOH

-78°C, 80 minutos
>

2. NaBH,, MeOH/EtOH
CisH31n ta. 16h OH

Mistura de Cardandis Acetilados LDT 71 (29)
(30A-C)

A mistura 30A-C foi submetida a ozonoélise em aparelho gerador de ozénio com
fluxo continuo de 5 g/mL por periodo de 80 minutos, utilizando banho de gelo
seco/acetona (~ -78 °C), visando evitar a formacdo de produtos laterais devido ao
poder oxidante do 0zénio. Apds este processo e avaliacdo do consumo do material de
partida por CCD, o produto intermediario foi submetido a reducdo com borohidreto de
sédio por 16 horas. Ap6s purificagdo em coluna com gel de silica eluida com
diclorometano, cloroférmio e cloroférmio e etanol, o derivado diidroxilado 29 foi obtido
em rendimento de 67 %, caracterizado com unica mancha em CCD (Rf 0,33 — CHCI3
70%:EtOH 30%).

Na analise espectroscépica por RMN, o metileno Ci1 — ligado a hidroxila
alcoolica — foi caracterizado em 3,65 ppm em RMN de hidrogénio (Anexo 1, P4g.80),
corroborado pelo sinal em 63,3 ppm RMN de carbono 13 (Anexo 3, Pag. 82). Os
hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica foram assinalados como simpleto em 1,30
ppm (Cs-Cs); multipleto entre 1,53 ppm a 1,59 ppm (Cz2e C7) e tripleto em 2,54 ppm
(Cs) em RMN de H confirmados pelos deslocamentos quimicos de 25,8 ppm a 35,9
ppm em RMN de 3C. Os sinais na regido de aromaticos entre 6,65 ppm e 7,19 ppm
em RMN de 'H (Anexo 2, P4g.81) bem como entre 112,8 ppm e 156,0 ppm em RMN
de 13C reforcam a presenca do anel aromatico e a caracterizacdo do derivado
dihidroxilado LDT71 (29).
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Figura 11: RMN de 1H do composto LDT71 (29)
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7.1.3. Obtencgéo do Derivado (B-oxaéster (LDT296, 31)

OH oﬁ( o~

(0]
1. KoCOj3 (2eqv)
Acetona, t.a., 20 minutos

OH 2. BrCH,CO,Et (1,25eqv)
7 t.a. 24h 7 OH

LDT 71 (29) LDT 296 (31)

O composto 31 foi submetido a reacdo de O-substituicdo quimioespecifica, uma
vez que o ataque preferencial ocorre na hidroxila ativada pelo anel, com 2-
bromacetato de etila na presenca de carbonato de potadssio em acetona, a
temperatura ambiente, levando ao derivado beta-oxaéster LDT296 (31). Apos
purificacdo o composto 31 foi obtido como liquido incolor em rendimento de 70 %,
caracterizado em CCD com unica mancha com Rf = 0,55 (CHCI3 60 %: EtOH 40 %).

Na analise espectroscopica por RMN, os hidrogénios da unidade metilénica
alfa-carbonila foram caracterizados como simpleto em 4,60 ppm (RMN de 'H, Anexo
5, Pag. 84) corroborado pelo sinal em 65,6 ppm (RMN de 13C, Anexo 7, P4ag. 86). Por
sua vez, o carbono carbonilico do éster foi evidenciado em 169,3 ppm em RMN de
carbono 13. O grupo etoxila foi evidenciado pelos assinalamentos como tripleto a 1,32
ppm (CHs) e quarteto em 4,27 ppm (CH2) no espectro de RMN de H e

confirmadospelos deslocamentos quimicos em 14,3 ppm e 61,5 ppm no de RMN de
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13C respectivamente, caracterizando a O-carbetoximetilacdo do derivado 29 ao éster
31.

Figura 12: Espectro de RMN de 'H e de °C do derivado LDT296 (31)

RMN 'H RMN '3C

..................

7.1.4. Obtenc&o do Derivado Acido LDT298 (32)

o (0)
° CrO3/H,SO. o
rO3/H2504 0

Acetona, t.a. 30 minutos

; OH ~ TOH

LDT 296 (31) LDT 298 (32)

O grupo alcool do éster-derivado LDT296 (31) foi oxidado ao acido carboxilico
com reagente de Jones em acetona, sob banho de gelo, levando ao carbetoxiacido
LDT298 (32) em rendimento de 83 %. 32 foi obtido como liquido incolor e
caracterizado em CCD como uma unica mancha (Rf 0,55 CHCI3 60 %:EtOH 40 %).

Na andlise espectroscopica por RMN, os sinais caracteristicos do grupo
metileno no carbono 8 presentes no LDT296 em 3,63 ppm em RMN de *H (Anexo 9,
P4ag. 88) e em 36,1 ppm em RMN de 3C (Anexo 12, Pag. 91) mostraram-se ausentes
e identificou-se o sinal em 179,8 ppm relativo ao carbono carboxilico no espectro de
RMN de *3C. Os principais deslocamentos de RMN de 'H e de RMN de *°C para os
intermediarios 29 a 32 estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos de RMN de 1He 13C: LDT71 (29), LDT296 (31) e LDT298 (32)

o} H

zzic

5.

o
a b d

LDT71 (29): Y=CH,;Z=H
LDT296 (31): Y = CH, ; Z = CH,CO,Et 5
LDT298 (32): Y =CO ; Z = CH,CO,H

RMN de *H/ RMN de C (ppm, CDCl3)
RMN Grupos
LDT71 (29) LDT296 (31) LDT298 (32)
H 1,30 - 3,66 1,27 - 3,63 1,28 - 2,60
T pea— C,-Cs
13C 25,8-35,9 25,9 - 36,1 24,8 - 36,0
H 3,65 3,61 --
[ Cl
13C 63,3 63,1 179,8
1H - 4,60 4,61
13 a
C -- 65,7 65,6
13C b — 169,3 169,3
1H - 4,28 4,26
_ c
13C -- 61,5 61,5
1H -- 1,30 1,30
—_— d
13C - 14,3 14,4
H Ar’ 6,66 - 7,12 6,70 - 7,19 6,72 -7,19
_ r
13C 112,8 - 156,0 111,6 - 158,0 111,7 - 158,1

7.1.5. Obtencao dos derivados amidicos (33-37)

0\/ 0\/
oﬁf Oﬁcl/

(o) 1.80Cl,, DMF, Hex, 35°C, 2hrs o
>

2. Amina (eqv), DCM, TEA (2 eqv),
35°C, 2hrs
OH w

LDT700 (33) W = CgHsNH,
LDT 298 (32) LDT701 (34) W = CH3CgH4NH,
LDT702 (35) W = CgHsNHCgH;NH,
LDT703 (36) W = CgH5OCgH4NH;
LDT704 (37) W = CH30CgH,NH,

O derivado acido 32 foi submetido a reacdo de amidacdo em duas etapas. Na
primeira etapa foi obtido o cloreto de acido a partir da reagdo com cloreto de tionila na
presenca de DMF em hexano sob refluxo por 2 horas. Em seguida o intermediario
cloreto de acido foi adicionado a baldes contendo as respectivas aminas — anilina, p-
toluidina, N-fenil-p-fenilenodiamina, p-fendxianilina e p-anisidina — em diclorometano

anidro, na presenca de TEA, sob refluxo por mais 2 horas. Apés purificacdo as
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respectivas amidas-alvo — LDT700 (33), LDT701 (34), LDT702 (35), LDT703 (36) e
LDT704 (37) — foram obtidas em rendimentos que variaram de 30 % a 62 %. A analise
dos espectros de RMN de hidrogénio e carbono 13 esta descrita na Tabela 2.

Para os compostos 34 e 37 os para-substituintes metila e metoxila foram
caracterizados como multipleto em 2,31-2,33 ppm e simpleto em 3,77 ppm em RMN
de 'H (Figura 13) (Anexo 13, p4g.93; Anexo 17, pag. 97; Anexo 24, pag. 104; Anexo
31, pag. 111; Anexo 36, pag.116) e confirmados pelos deslocamentos quimicos em
21,0 ppm e 55,6 ppm em RMN de 13C (Anexo 16, pag.96; Anexo 21, pag. 101; Anexo
27, pag. 107; Anexo 34, pag. 114; Anexo 43, pag.124).

Figura 12: Espectro de RMN de 1H dos derivados LDT701 (34) e LDT704 (37)

* | LDT701 (34)

l LDT704 (37)
f




Tabela 4: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de RMN de *3C (ppm, CDCl3) para os
intermediarios LDT700 (33), LDT701 (34), LDT702 (35), LDT703 (36) e LDT704 (37)

LDT700(33) LDT701 (34)

LDT702 (35)

LDT703 (36;

o
8 2 O\)k c
v 3 o
a b d
&

R/
3 5 7
o 6

5
6 2 5 2 3 6 3 6 2 6 2
JleFeteTereTe e
3 L > s v > s o > .
N ) \04 ’
¥ 3 6" H 3 6" 3 ¥
( (34) (35) (36) @37

LDT704 (37;

RMN de *H/RMN de C (ppm, CDCl3)

RMN | Grupos
LDT700 (33) | LDT701 (34) | LDT702 (35) | LDT703 (36) | LDT704 (37)
1H o 131-255 | 134-2557 | 1,34-257 | 1,35-2,56 | 1,34-2,56
13C #~® ' 257-378 | 258-379 | 258-37.8 | 258-37,9 | 258-37,6
13C C 171,8 171,3 1715 1718 1716
i 4,60 4,61 4,61 4,61 4,60
13C a 65,6 65,7 65,7 65,7 65,6
13C b 169,3 169,2 169,4 169,3 169,3
H 4,26 4,28 4,28 4,28 4,27
1C ¢ 61,5 61,5 61,5 61,5 61,5
1H 1,30 1,30 1,30 1,31 1,30
13C d 14,3 14,4 14,4 14,4 14,3
1H , 6,70 6,71 6,71 6,71 6,70
13C 4 111,6 111,7 111,7 111,7 111,6
1H N 6,74 6,75 6,76 6,76 6,74
13C 115,3 115,3 115,3 115,3 115,3
H , 6,80 6,81 6,82 6,82 6,81
13C 6 120,0 120,1 1222 1222 1221
H 5 7,18 7,18 7,19 7,19 7,18
13C 129,4 129,4 129,5 129,4 129,4
13C 1’ 144,8 144,8 144.8 144.8 144.8
13C 3 158,0 158,1 158,1 158,1 158,0
13C 17 138,3 135,7 139,0 133,8 131,4
1H 7,52 7,40 7,40 7,49 7,41
mg | C2eCe 122,2 122,2 121,7 121,8 121,9
H 7,29 7,11 7,03 6,98 6,83
o I 129,1 129,6 117,5 118,6 114,3
H 4 7,07 - - - -
13C 124,2 133,7 132,2 1535 156,5
13C 1 - - 143,0 157.8 -
I - - 7,03 6,98 -
ng | G Ce - - 119,4 119,8 -
1H - - 7,25 7,32 -
ng | Cecs - - 1296 129,9 -
H - - 6,91 7,08 -
13C 4 - - 1211 1232 -
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7.1.6. Obtencao dos Derivados Hidroxamicos (38-42)

N
O/WO\/ O/W ~oH

o 1. NH,0H HCI (19eqv), KOH (18 eqv), 0

0 MeOH, t.a, 48h, 0
-
»
W 2. Refluxo, 70°C, 10h. w
7 7
LDT700 (33) W = CgHsNH, LDT705 (38) W = CgHsNH,
LDT701 (34) W = CH3CgHsNH, LDT706 (39) W = CH3CgHsNH,
LDT702 (35) W = CgHsNHCgH4NH, LDT707 (40) W = CgHsNHCgH,4NH,
LDT703 (36) W = CgHs0CeH4NH, LDT708 (41) W = CgH50CgHsNH,
LDT704 (37) W = CH30CgH4NH, LDT709 (42) W = CH30CgH4NH,

Os derivados hidroamicos — 33, 34, 35, 36 e 37 - foram submetidos a reacdo
de amindlise com cloridrato de hidroxilamina na presenca de hidréxido de potassio em
metanol, sob agitagcdo magnética vigorosa a temperatura ambiente por 24 horas. Apos
este periodo, aquelas reacBes cujo produto de partida ainda estava presente —
LDT700 e LDT702 - identificado por placa CCD, foram colocadas em refluxo por mais
10 horas. O residuo foi entdo extraido e purificado em coluna de gel de silica, eluida
em cloroférmio e gradiente de mistura de cloroférmio e etanol de 1 % a 3 %, levando
aos respectivos derivados LDT705 (38), LDT706 (39), LDT707 (40), LDT708 (41) e
LDT709 (42), em rendimentos que variaram de 40 a 52 % e Rf que variaram de 0,7 a
1,0 (CHCls: EtOH 3 %).

Na analise espectroscépica por RMN (Anexo 40, pag.119; Anexo 46, pag. 127;
Anexo 52, pag.133; Anexo 57, pag. 138; Anexo 63, pag.144), os sinais caracteristicos
do grupo etoxila presentes nos derivados amidicos em ~2,3 ppm e 4,2 em RMN de 'H
e em ~61ppm em RMN de 3C (Anexo 43, pag.124; Anexo 49, pag. 130; Anexo 57,
pag.134; Anexo 62, pag. 139; Anexo 67, pag.145) mostraram-se ausentes e
identificou-se o sinal em ~8,0-8,9 ppm e 10,7 ppm, relativo a presenca do grupo
hidroxila e do grupo NH em RMN de 'H (Figura 14) e sinais ausentes para 3C, exceto
para o derivado LDT709, que ndo apresentou os sinais em RMN de 'H nem para
etoxila e nem para 0s sinais caracteristicos do grupo hidroxamato, sem sinais também
em 3C.

Figura 14: Espectro de RMN de 'H e de **C doderivado LDT705 (38)
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de '3C (ppm, CDCl3* ou DMSO**) dos
derivados hidroxamicos LDT705 (38), LDT706 (39), LDT707 (40), LDT708 (41) e LDT709 (42)

o
H 1 2 4 6 8 2
R/N - . O\)LN/OH
3 5 7 a b H
o 6 4
|: LDT705 (38) LDT706 (39) LDT707 (40) LDT708 (41) LDT709 (42)
RMN de *H/ RMN de C (ppm, CDCl3)
RMN | Grupos LDT705 LDT706 LDT707 LDT708 LDT709
(38) (39) (40) (41) (42)

14 oo 1,30-252 | 1,23-2,52 | 1,22-250 | 1,23-2,53 | 1,30-2,52
3¢ 28 256-36,9 | 256-368 | 257-36,8 | 251-363 | 256-36,7
3¢ C: 171,7 171,5 171,1 171,0 171,2
14 4,43 4,42 4,42 4,43 4,42
3¢ a 66,3 66,3 66,2 65,8 66,3
3¢ b 164,8 164,8 164,8 164,4 164,8
14 NHOH 8,98 8,96 8,02 8,98 -
14 CONH 9,86 9,74 9,75 9,90 9,70
14 NHOH 10,79 10,79 10,84 10,81 -
14 " 6,74 6,74 6,73 6,75 6,74
3¢ 112,1 112,1 112,1 111,6 112,1
14 " 6,74 6,78 6,78 6,79 6,74
13¢ 115,2 115,2 115,2 114,8 115,2
14 & 6,78 6,78 6,78 6,94 6,78
3¢ 121,7 121,7 121,7 121,2 121,7
14 5 7,17 7,17 7,17 7,17 7,17
3¢ 129,6 129,6 129,6 129,1 129,6
13¢ 1 1444 1444 1444 143,9 1444
3¢ 3 158,3 158,3 158,3 157,8 158,3
3¢ 17 139,8 137,3 138,9 135,3 133,0
14 7,58 7,46 7,46 7,61 7,48
Bc | 2% o 1195 1208 120,7 121,0
1H 7,29 7,07 6,97-7,01 6,97 6,83
Bg | CveCy 1291 129,4 116,1 117,8 114,3
14 » 7,00 - - - -
13¢ 123,4 132,2 132,2 151,4 155,4
13¢ 177 - -- 144,7 157,5 -
1H Cave -- - 6,97-7,01 6,97 -
3¢ Ce - - 118,4 119,4 -
14 Came - - 7,17 7,35 -
3¢ Cs - - 129,6 129,9 -
1H - - -- 6,97-7,01 7,08 -
3¢ - - 119,3 122,9 -
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7.2.Avaliacao Biologica in vitro

Os derivados-alvo 38-42 foram submetidos a avaliacdo in vitro do perfil de
atividade frente a histonas desacetilases humanas da classe | (HDAC1, HDAC2,
HDAC3 e HDACS), classe Il (HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 e HDAC10)
e classe IV (HDAC11) realizada por Reaction Biology Corporation (RBC). Os

resultados da atividade inibitéria dos compostos-alvos encontram-se na Figura 15.

Figura 13: Perfil inibitorio dos derivados 38-42 frente as HDACs 1 a 11

Atividade Inibitoria De HDAC Dos Derivados-alvo

mLDT705 LDT706 LDT707 LDT708 LDT709

| 1l
105 Classe | Classe Classe
v
85
65
% 45
25 ‘ |
5 I ] 1 I
15 I
HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDAC8 | HDAC4 HDACS5 HDACe HDAC7 HDAC9 HDACI10|HDAC11
W DT705 39 20 28 58 5 28 92 6 -15 21 71
LDT706 22 0 11 37 9 5 73 2 0 14 69
LDT707 7 4 6 25 -4 7 80 1 3 12 71
LDT708 -5 -7 -4 13 -1 4 50 -3 -4 5 81
LDT709 7 2 11 38 10 32 77 3 4 3 53

Os derivados-alvo foram previamente diluidos em DMSO para concentracéo de 10 mM e
testados a 10 pM em duplicata contra 11 HDACs . A Tricostatina A (TSA) foi utilizada como
composto de referéncia em dose de 10 vezes o Clso calculado por meio do programa
GraphPad Prism 4 com diluicdo seriada em trés vezes comecando a 10 uM. Os dados
apresentados no grafico sao referentes a média calculada para cada composto a partir de
todos os experimentos realizados.

Os derivados-alvo apresentaram diferentes perfis de atividade para cada classe
de HDAC. Neste sentido, considerando a classe | — HDAC1, HDAC2, HDAC3 e
HDACS8 —, 38-42 mostraram maior percentual de inibicdo para a HDACS8 (13 % a 58
%) e menor para a HDAC 2 (0 % a 20 %). Entre os derivados avaliados, o derivado

LDT705 (38) apresentou os melhores percentuais de inibicdo para todas as enzimas,
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com destaque para a HDAC8 com 58 %, enquanto os demais foram inativos ou
apresentaram percentual de inibicdo maximo de 38 %.

J& para a classe Il - HDAC4, HDACS5, HDAC6, HDAC7, HDAC9 e HDAC10 —
os derivados-alvo mostraram seletividade para HDAC6 com perfil inibitorio variando
de 50 % a 92 %, em contraste com percentual maximo de 32 % para as demais
isoenzimas. Por fim, 38-42 demostraram capacidade de inibir a HDAC11 -
representante da classe IV — com inibicdo da atividade enzimatica variando de 53 %
a 81 %.

Tomando o perfil de inibicdo a partir de 50 %, a maioria dos derivados-alvo
tende a atuar como inibidor dual HDAC6/HDAC11. Por sua vez, 38 foi capaz de inibir
uma HDAC de cada classe — HDACS (classe I), HDACG (classe Il) e HDAC11 (classe
IV) — sendo apontado como pan-inibidor. Destacamos, ainda, os derivados LDT707
(40) e LDT707 (41) com percentuais de inibicdo a partir de 80 % para HDACG6 e
HDAC11, respectivamente. Nesta analise preliminar temos que os derivados LDT705
(38) e LDT708 (41) apresentaram os respectivos melhores percentuais de inibicdo as
HDACG6 e HDAC11.

7.3.Relagbes Estrutura-Atividade a Partir dos Dados da atividade anti-HDAC

O estabelecimento de relacdes 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 interacdo. Uma vez que os resultados preliminares frente a HDACs humanas
revelaram melhores percentuais de inibicdo para HDAC6 e HDAC11, a analise das

relacfes estrutura-atividade serd realizada para estas isoenzimas.
7.4.Caracteristicas estruturais dos derivados-alvos e a relacdo estrutura-atividade

A primeira andlise esta relacionada as particularidades estruturais dos
derivados 38-42, ou seja, a variagdo do CAP como subunidade auxoforica —
responsavel pela modulagdo do perfil de atividade observado. A subunidade CAP
compreendeu grupos amidas planejados a partir da anilida (fenilamida) com variagao

de substituintes na posicéo para: metila, metoxila, fenoxila e fenilamino.
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Para estabelecer as correlacfes entre o perfil de atividade e as contribuicdes
dos substituintes na posicdo para das anilidas, em comparacdo ao derivado nao
substituido (LDT705, 38) que apresentou melhor inibi¢cdo (92 %), foram escolhidos o
volume do grupo CAP (V) como atributo bem como as contribuicdes hidrofébicas
alifaticas (HIBa) e aromaticas (HIBar) bem como hidrofilicas (HIFaLH) por meio de
aceptores de ligacdo de hidrogénio e doadores de ligacao de hidrogénio (HIFpLH).

O calculo do volume da subunidade CAP dos derivados-alvo foi realizado no
programa Spartan Student versao 7.2.6, utilizando o método semi-empirico PM3 tendo
agua como solvente, fornecendo os seguintes valores em ordem crescente: anilina
(38, V = 109,5 A3): 4-metilanilina (39, V = 127,7 A3); 4-metdxianilina (42, V = 136,6 A3)
4-fendxianilina (41, V = 202,3 A3) e 4-fenilaminoanilina (40, V = 205,9 A3). A correlacio
dos perfis de inibicdo para HDAC6 e HDAC11 com o volume do CAP sugere auséncia
de restri¢do para o reconhecimento molecular até 205,9 A3 — maior volume encontrado
dentre os substituintes — uma vez que 40 apresentou os segundos melhores perfis
inibitérios para as isoenzimas (80 % e 71%).

No tocante as contribuicdes temos que a adicdo do grupo metila no derivado
LDT706 (39) — HIBa — diminui a percentagem de inibicdo para ambas HDACs
demonstrando que a presenca de grupos hidrofébicos é tolerada, mas com reducao
do perfil. Por sua vez, a adicdo de atomo de oxigénio presente no grupo metoxila no
derivado LDT709 (42) — HIBa/HIFaLH — agrega hidrofilicidade a esta regido do CAP
com manutencao do perfil para HDAC6 (77 %), mas diminuicao frente a HDAC11 (53
%). Este dado sugere diferenca no reconhecimento molecular pelas as enzimas e
sugere regido de interacdo com carater mais hidrofébico para a HDAC11, enquanto a
HDACG6 apresenta caracteristica mais bioférica. A adicdo do grupo fenoxila no
derivado LDT708 (41) — HIBa/HIFaLh —, que mantém o grupo ALH e explora as
interacBes aromaticas, levou a perfis de atividades antagdnicos com a menor atividade
para HDACG6 (50%) e maior para HDAC11 (81%). Estes resultados apontam para
interacdes relevantes para anéis aromaticos como cétion-pi e empilhamentos do tipo
Piou T e corroboram a percepcao de bolsdes de reconhecimento molecular bioférico
para HDAC6 e hidrofébico para HDAC11. Por fim, os dados com o substituinte
fenilaminico nédo protonavel em pH 7,4 no derivado LDT707 (40) — HIBa/HIFaLH €
HIFoLH — reforcam a existéncia de regido de interacdo aromatica e destacam o grupo
DLH (NH) na modulacg&o positiva para a HDACG6, quando comparado a 41, enquanto
é tolerado pela HDAC11.
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7.5. CAP como subunidade auxoférica

Na avaliagdo do CAP como subunidade auxoférica para a HDAC6 temos o
melhor reconhecimento para o derivado ndo substituido LDT705 (38). Quando da
substituicdio na posicéo para, grupos metila em 39 (HIBa ; V = 127,7 A%) ou metoxila
em 42 (HIBa/HIFaLH ; V = 136,6 A3) — sdo tolerados, mas diminuem o perfil de inibigdo
em 26 % e 20 % respectivamente. A adi¢do de novo anel aromatico nos substituintes
40 (HIBar/HIFaLH e HIFpLH; V = 205,9 A3) e 41 (HIBa/HIFawH ; V = 202,3 A3) sugere a
auséncia de restricdo de substituintes mais volumosos até 205,9 A3 e aponta para a
existéncia de regido de reconhecimento hidrofébico aromatico, na qual o grupo NH
(ALH/DLH) da fenilamina permite melhor interacdo com residuos complementares que
0 atomo de oxigénio (ALH) da fenoxila.

Considerando a HDAC11, os perfis inibitérios encontrados para os derivados
contendo os grupos metoxila (42) e fenoxila (41) mostra a relevancia das interacées
hidrofébicas arométicas comparadas as hidrofobicas alifaticas na presenca de ALH
de oxigénio, o que reforca a existéncia de regiao hidrofébica de ancoramento. Por sua
vez, os derivados anilida (38), p-metilanilida (39) e p-fenilaminoanilida (40)
apresentaram mesmo perfil de inibigdo mostrando a tolerancia para estes substituintes
no reconhecimento molecular pela enzima

7.6. Aspectos estruturais das HDACs

As histona desacetilases contém dominio catalitico — exceto a HDAC6 que
possui dois — conservado com aproximadamente 300 a 400 residuos de aminoécidos.
A conformacdo comum das HDACs consiste de 8 filamentos paralelos de folhas 3
entre um numero de a-hélices. O bolso de ligacdo da proteina é formado por loops
conectando esses elementos de estrutura secundaria bem como do ion zinco no fundo
do bolso da ligagéo (Figura 16).

Figura 14: Estrutura da HDAC1 humana (PDB ID 5BKX). A HDAC esta representada como fitas
coloridas por elementos de estruturas secundarias: a helix — vermelho, folhas-B — amarelo,
Loop- branco, loop que forma o bolso de ligacéo, verde - ion catalitico de zinco — azul.
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Todas as HDACs compartilham algumas caracteristicas e possuem a mesma
arquitetura do bolso de ligacdo, com residuos idénticos ou similares e a mesma
conformacdo da cadeia de aminoacidos em todas as suas estruturas disponiveis,
diferenciando em alguns pontos que determinam sua seletividade. Por exemplo, todas
possuem trés residuos coordenando a ligacdo com o ion de Zinco (histidina, acido
aspartico, acido aspartico), dois residuos de histidina coordenando a ligacdo com o
grupo ligante ao zinco dos ligantes, residuos de cisteina e glicina no fundo do bolso
de ligacédo e residuos de glicina e de fenilalanina formando a parede do bolso. Todas
essas consideracdes e o conhecimento das sequéncias de aminoacidos que
pertencem a estas estruturas e estao envolvidos na atividade da enzima devem ser
considerados no planejamento de inibidores seletivos (MELESINA et al., 2015).

Dentre todas as HDACs caracterizadas em seres humanos, a HDACS,
contendo 1250 aminoacidos, aparenta ser também a Unica a possuir dois sitios
cataliticos para a sua atividade: CD1 e CD2 (Figura 17), onde alguns estudos tem
demonstrado serem dependentes um do outro para obter uma melhor atividade (HAI;
CHRISTIANSON, 2016a; ZHANG et al., 2006).

Figura 15: Dominios cataliticos CD1 e CD2 da enzima HDACSG, representados pelas cores azul e
roxo, respectivamente. Em a, os limites estdo indicados pelo niumero do aminoacido inicial e
final. Para CD1 h& duas possibilidades de inicio, pela posi¢ao 25 ou 41. Em b, o interdominio de
ligacdo esta representado em verde, os ions metélicos em cinza e as fendas de ligacdo estao
indicadas pelas setas. Fonte: Miyake,2016

Estudos de docking revelaram que a HDACG6 apresenta profundo e largo bolso
de ligacéo, essencialmente hidrofobico, formado pelos residuos F679, F680, M682,

L749 e G750, e que anéis aromaticos com pequenos substituintes sdo importantes
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para a seletividade a esta enzima (YANG et al.,, 2018). (YANG et al., 2018).
Considerando a interagcdo com o cation de zinco, alguns inibidores seletivos (acidos
fenilhidroxdmicos) demonstraram diferenca energética devido a estruturas que
favorecem ligagdo monodentada com adicional coordenacéo pela molécula de 4gua
— diferente da ligac&o bidentada como observada em pan-inibidores — podendo ainda
fazer ligacdes de hidrogénio com os residuos de tirosina e histidina préximas ao zinco
(Figura 18) (HAI; CHRISTIANSON, 2016b; MIYAKE et al., 2016; PORTER et al.,
2017).

Figura 16: Formas de reconhecimento da subunidade ZBG deiHDACs. A: ligacdo bidentada,
observada em pan-inibidores. B: Ligagcdo monodentada, observada em fenilhidroxamatos e
inibidores seletivos. Fonte: Porter, 2017
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A HDAC 11 — a ultima a ser descoberta — é composta por 347 aminoacidos e
caracterizada como o menor membro da familia de HDACSs, cujo dominio catalitico
equivale praticamente a toda proteina. Poucos dos estudos realizados demonstraram
que, apesar de bioguimicamente distinta das outras, esta enzima tem maior
similaridade com a classe | de histonas do que a classe Il, e que além de localizada
no nucleo também é encontrada complexada & HDACG6 no citoplasma (GAO et al.,
2002).

7.7.0 arcabouco molecular dos derivados-alvo e os perfis de atividade

O planejamento dos novos derivados foi idealizado a partir da subunidade CAP
do SAHA (14); do espacador contendo sete unidades metilénicas — uma a mais que
14 —; e aiincluséo do grupo fenilendximetileno entre o espacador e o grupo de ligagao
com o zinco (ZBG) (Figura 18). Com estas caracteristicas os derivados-alvo
apresentam estruturas lineares maiores que 14 — com distancia do centroide do anel
aromatico do CAP ao centroide do ZBG quelado com zinco (dcap-zsc) em torno de 22,3
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A — que pode ter contribuido para o perfil de seletividade para a HDAC6 entre as
HDACSs da classe Il. Adicionalmente, uma vez que HDAC6 e HDAC11 encontram-se
complexadas no citoplasma, € possivel que os compostos sejam reconhecidos por
regides de interacdo entre as enzimas, complementares as caracteristicas estruturais
dos derivados 38-42.

Figura 17: Arcabouco molecular do derivado LDT705 (38).
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Vale destacar que os derivados LDT536 (23,dcar-zec13,0 A ) e LDT537 (24),
que apresentam estrutura similar com o SAHA (15, 13,5 A) — exceto pela auséncia do
grupo amida no CAP e um carbono a menos (Figura 19) — exibiram perfil inibitorio
pan-HDAC (Tabela 1, pag. 20), demonstrando a sensivel modulagédo do perfil de
atividade em funcao dos grupos auxoéféricos e farmacoforicos para esta classe de
compostos.

Figura 18: Aspectos estruturais entre o SAHA (14) e os derivados LDT536 (23).

¢ SAHA (14)

CAP Espagador ZBG

LDT536 (23)

7.8. Ensaio fenotipico em culturas de Plasmodium falciparum

Os estudos do perfil antimalarico em culturas de Plasmodium falciparum bem
como atividade citotoxica frente a linhagem celular BGM e indice de seletividade foram
realizados pela Dra. Julia Penna Coutinho do Laboratério de Malaria Experimental e
Humana do Centro de Pesquisa René Rachou (CPgRR/FIOCRUZ) sob supervisao da
Dra. Antoniana Ursine Krettli.
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7.9.Relacéao estrutura-atividade frente a culturas de Plasmodium falciparum

Os derivados-alvo foram submetidos ao ensaio SYBR (Clso) contra culturas de
Plasmodium falciparum para observacdo de sua atividade antimalarica. Nesta
avaliacdo foram observadas as concentracdes que reduziram a metade a populagéo
de parasitos.

Para o estabelecimento de relacdes estrutura-atividade vale destacar que 0s
ensaios fenotipicos ndo permitem precisar o mecanismo de acdo dos derivados-alvo
avaliados, ainda que tenhamos dados de perfis biolégicos associados a estes
compostos. Desta forma, as analises sobre as relacdes estrutura-atividade citostética
serdo consideradas como exercicio intelectual preliminar buscando correlacionar 0s
perfis de atividade HDAC e antimalérica a luz do planejamento racional dos derivados-
alvo.

Neste sentido, 38-42 mostraram atividade anti-P. falciparum com valores de
Clso variando entre 1,7 ug/mL a 9,6 ug/mL (3,6 uM a 20,2 uM). Todos 0S compostos,
exceto o derivado LDT707 (40) com menor perfil de atividade, foram equipotentes. Os
valores de Clso dos derivados derivados LDT705 (38), LDT706 (39), LDT707 (40),
LDT708 (41) e LDT709 (42) encontram- se na Tabela 6.

Tabela 6: Atividade anti-Plasmodium falciparum in vitro avaliada pelo ensaio SYBR dos
derivados-alvo.

. Clso?
Derivados Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 Média = DP
(Mg/mL) (M)  (Mg/mL) (M)  (Mg/mL)  (uM) (Mg/mL) (1M)

LDT705 (38) 4,5 11,7 2,4 6,2 1,0 2,6 26+1,8 6,8+4,7
LDT706 (39) 1,7 4,2 24 5,9 1,2 31 1,8+0,6 45+15
LDT707 (40) 10, 21,0 11,1 23,3 8,0 16,8 9,6+22 20,2+4,6
LDT708 (41) 2,2 4,6 1,6 3,3 1,3 2,7 1,7+05 36+£1,0
LDT709 (42) 1,6 3,7 3,2 7,8 1,9 4,6 2,2+0,9 53+£2.2

SAHA 0,3 1,3 0,3 1,2 0,07 4,4 0,2+0,2 0,8+0,8
Cloroquina 0,01 0,04 0,08 0,3 0,02 0,07 0,04 + 0,04 01+0,1

aClso = concentragdo que inibe 50% do crescimento dos parasitos;

Sabendo que o perfil de modulatério do SAHA (14, pan-HDAC) é diferente do
encontrado para os derivados-alvo (38-42, dual HDACG6/8) — sendo 14 entre 4,5 a 25
vezes mais potente — os resultados apontam para a relevancia da inibicdo das
isoenzimas HDAC6 e HDAC11, uma vez que, excluindo o derivado 40, a variagao dos
valores de Clso estana mesma faixa de atividade (< 10 vezes).
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7.10. Determinacgéo da citotoxicidade e indice de seletividade

Os derivados foram submetidos ao ensaio de citotoxidade in vitro utilizando
linhagem celular de rim de macaco (BGM) para determinar a concentragao letal para
50 % das células (DLMso) quando comparada a célula cultivada sem a presenca de
compostos (considerada 100 % de viabilidade). Adicionalmente, foi obtido o indice de
seletividade a partir da razéo entre os valores da DLMso pelo valor da Clso de cada
composto sendo considerado n&o téxico 0os que apresentaram valores maiores que
10. Os valores de DLMsoe IS dos compostos encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Atividade citotdxica contra linhagem celular BGM e indice de seletividade

i DLMso®
Derivados IS¢
(Hg/mL) (HM)
LDT705 (38) 126 £2,7 32,8+7,0 4,8
LDT706 (39) 22,1+22,8 55,5+ 57,2 12,3
LDT707 (40) 27,5+ 159 57,8 + 33,4 2,9
LDT708 (41) 15,2+ 16,1 31,9+338 8,9
LDT709 (42) 75+3,4 18,1+ 8,2 3,4
SAHA (14) 0,4 £0,03 151+0,1 10,0

PMDLso = dose letal minima para 50% das células. ©IS = quando > 10, amostra atdxica.

Os derivados-alvo apresentaram valores de DLMso que variaram entre 18,1 uM
para o derivado LDT709 (42) e 57,8uM para LDT707 (40). A partir destes dados foram
calculados os indices de seletividade (I1S) que variaram de 3,4 a 12,3, revelando que
o derivado LDT706 (39) pode ser considerado atoxico; enquanto os demais
compostos apresentaram-se toxicos.

Vale destacar que os hidroxamatos podem atuar como quelante de metais
divalentes como Zn?*, Mg?* e Ca?* livres carreando-os do meio para a célula bem
como inibindo outras metaloenzimas como as metaloproteinases da maitriz
extracelular (MMPs). Neste sentido, novas investigagdes sdo necessarias para melhor
compreensao do perfil de atividade/toxicidade no ensaio fenotipico bem como com
células humanas.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As metodologias sintéticas mostraram-se eficazes para a obtencdo dos
derivados a partir da mistura de cardanois (26A-C), as quais compreenderam
procedimentos classicos de conversao de grupos funcionais, tais como a acetilagdo
em aquecimento assistido por radiacdo micro-ondas, ozondlise seguida de reducao
com borohidreto de sédio, O-carbalcoxialquilagdo com bromoacetato de etila,
oxidacao de alcool primario a acido carboxilico com reagente de Jones, conversao ao
cloreto de &cido com cloreto de tionila, condensagdo com aminas aromaticas para
amidas e obtencéo dos derivados hidroxamicos via aminélise com hidroxilamina em
condi¢cdes experimentais a temperatura ambiente ou sob aquecimento brando em
banho de oOleo. Neste sentido foram sintetizados oito intermediarios e cinco
compostos-alvo com rendimentos que variaram de 31 % a 83 %, os quais foram
caracterizados por analise de espectros de RMN de hidrogénio e de carbono 13.

Os derivados-alvo 38-42 foram avaliados quanto a atividade inibitoria frente a
onze HDACs humanas da classe | (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS); classe I
(HDAC4, HDAC5, HDACG6, HDAC7, HDAC9, HDAC10); e classe IV (HDAC 11). Para
a classe |, apenas o derivado LDT705 (38) apresentou atividade moderada para
HDACS8 (58 %). Considerando a classe Il, os derivados apresentaram seletividade
para a isoenzima HDACSG, e quatro dentre eles — LDT705 (38), LDT706 (39), LDT707
(40) e LDT709 (42) — apresentaram atividade superior a 70%, destacando o composto
38 com melhor perfil inibitério (92,2%). Para a Unica representante da classe IV
(HDAC11), os compostos inibiram a atividade enzimatica com percentual a partir de
53 %, ressaltando o derivado LDT708 (41) com perfil inibitério de 81,0 %. Ainda que
de forma preliminar os compostos apresentaram tendéncia de inibicdo dual
HDAC6/11.

Os compostos foram ainda avaliados quanto a atividade antimalarica em cultura
de Plasmodium falciparum, em que apresentaram valores de Clso que variaram de 3,6
+1,0 uM a 20,2 + 4,6 uM (compostos 41 e 40, respectivamente), tendo o SAHA (14)
como controle (0,8 + 0,8 pM). O composto 38, melhor percentual de inibicdo para
HDACSG6, apresentou Clso de 6,76 + 4,7 uM; enquanto o derivado 41, que apresentou
melhor perfil inibitério para HDAC 11, apresentou atividade anti-P. falciparum com Clso
de 3,6 + 1,0 uM.
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A determinacédo do perfil de citotoxicidade em linhagem celular BGM permitiu
calcular o indice de seletividade dos compostos que revelou o derivado LDT706 (39)
como atbxico, enquanto os demais compostos apresentaram diferentes perfis de
toxicidade.

Por fim, os estudos de relacdo estrutura-atividade para as isoenzimas HDAC6
e HDAC11 demostraram nao haver restricdo para reconhecimento do CAP até
restricio para o reconhecimento molecular até 205,9 A3 bem como apontaram para a
existéncia de bolsbes de reconhecimento molecular bioférico para HDAC6 -
hidrofébico aromatico e hidrofilico por meio de grupos DLH/ALH — e hidrofobico
aromatico para HDAC11.

O perfil de seletividade dos compostos a HDAC6 e HDAC11 pode estar
relacionado a maior distancia entre as subunidades CAP e ZBG (~ 22,3 A) bem como
a natureza do grupo espacador pelo aumento de um grupo metileno e presenca da
subunidade fenilenoximetileno.

Este trabalho apresentou os resultados referentes a sintese de novos inibidores
HDAC planejamento racionalmente a partir da mistura de cardanois obtida do LCC
técnico destilado — fonte biodegradavel, renovavel e de baixo custo — e avaliagdo dos
percentuais de inibicdo enzimatica de HDACs humanas bem como das atividades anti

Plasmodium falciparum, citotoxidade e indice de seletividade.

8.1.Perspectivas

Como perspectivas estdo a determinacdo dos Clso para os derivados com
melhores percentuais de inibicdo para as HDAC6 e HDAC11; a avaliagdo das
propriedades quelantes bem como do perfil de atividade frente a metaloproteinases
da matriz celular; e o desenvolvimento de estudos de ancoramento molecular in silico
visando a racionalizac&o dos resultados e planejamento de novas séries contendo os

arcaboucos moleculares desenvolvidos neste trabalho.
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ANEXO 2- Espectro de RMN de!H (500 MHz, CDCIs) (Expans&o)
3-(8-Hidroxioctil)fenol (LDT71, 29)
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ANEXO 3- Espectro de RMN de'3C (500 MHz, CDCls):
3-(8-Hidroxioctil)fenol (LDT71, 29)
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ANEXO 4- Espectro de RMN de'3C (500 MHz, CDCls) (Expanséao):
3-(8-Hidroxioctil)fenol (LDT71, 29)
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ANEXO 5- Espectro de RMN de!H (500 MHz, CDCls):
2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi)acetato de etila (LDT296,31)
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ANEXO 6- Espectro de RMN de!H (500 MHz, CDCls): (Expans&o)
2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi)acetato de etila (LDT296,31)

LDT 288 (LUIZ ROMEIRC F DAMNIELLA — UnB) RMHN 'H, CDCIS. OPERADOR HERBERT - 30.06.2017
Eﬂr{lem Dala Parameer

LDT 296

EXPNC 1
_ PROCND 1
o g5 0 23 £ HEEE
3 F=E == = REE F2 - Acquisilion Parame
- e o = L=l - Diata 201 T30
|| Time 1238
f II INSTRUM ol
PACEHD & mm BEl 1¢
PULPROG 730
D BE538
SOLVENT CDCI3
NE 8
oe 0
W) 10330.578
FIDRES  0.1E7E32
AQ 31712023 =
f RG 35.9
oW 48800 usa
DE 10.00 usec
TE 300.0 K
Di 100000000 5
TDD i
| ------ CHANMEL 1
NUCH 1H
Il 9.40 usac
PL1 0.00 dB
SFC  400E0S0ESD
F2 _ Processing parame
= 3AZTES
{ SF 400 B0001EA K
WDW EM
| S5 ]
| | ; L 0.50 Hz
| |ILI GE ]
| | ‘ | PC 1.00
| ‘ | ‘ |
i A
| i | | .

nl | | | By
N UV

e R




86

ANEXO 7- Espectro de RMN 13C (500 MHz, CDCls):
2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi)acetato de etila (LDT296, 31)
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ANEXO 8- Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCI3) (Expanséao):
2-(3-(8-Hidroxioctil)fendxi)acetato de etila (LDT296, 31)
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ANEXO 9- Espectro de RMN de'H (300 MHz, CDCls):
Acido 8-(3-Carboetoximetoxifenil)octandico (LDT298, 32)
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ANEXO 10- Espectro de RMN de'H (300 MHz, CDCls) (Expans&o);
Acido 8-(3-Carboetoximetdxifenil)octandico (LDT298, 32)
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ANEXO 11~ Espectro de RMN de'H (300 MHz, CDCls) (Expans&o);
Acido 8-(3-Carboetoximetdxifenil)octandico (LDT298, 32)
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ANEXO 12— Espectro de RMN de**C (75 MHz, CDCls);
Acido 8-(3-Carboetoximetdxifenil)octandico (LDT298, 32)
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ANEXO 12— Espectro de RMN de**C (75 MHz, CDCls) (Expans&o);
Acido 8-(3-Carboetoximetdxifenil)octandico (LDT298, 32)
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ANEXO 13- Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCls):
LDT700 (33)
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ANEXO 14— Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCI3) (Expans&o):
LDT700 (33)
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ANEXO 15— Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCI3) (Expans&o):
LDT700 (33)
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ANEXO 16— Espectro de RMN de'3C (75 MHz, CDCls):
LDT700 (33)
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ANEXO 17- Espectro de RMN de'3C (75 MHz, CDCIs) (Expanséao):
LDT700 (33)
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ANEXO 18 — Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCls):
LDT701 (34)
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ANEXO 19 — Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCI3) (Expanséao):
LDT701 (34)
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ANEXO 20 — Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCI3) (Expanséao):
LDT701 (34)
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ANEXO 21 - Espectro de RMN de!3C (500 MHz, CDCls):

LDT701 (34)
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ANEXO 22 - Espectro de RMN de!3C (500 MHz, CDCIz) (Expanséo):
LDT701 (34)
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ANEXO 23 - Espectro de RMN de!3C (500 MHz, CDCIz) (Expans&o):
LDT701 (34)
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ANEXO 24— Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCls):
LDT702 (35)
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ANEXO 25— Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCI3) (Expans&o):
LDT702 (35)
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ANEXO 26— Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCI3) (Expans&o):
LDT702 (35)
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ANEXO 27 — Espectro de RMN de!3C (500 MHz, CDCls):
LDT702 (36)
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ANEXO 28 — Espectro de RMN de!3C (500 MHz, CDCIlz) (Expanséo):

LDT702 (36)
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ANEXO 29 - Espectro de RMN de!3C (500 MHz, CDCIz) (Expanséo):

LDT702 (36)
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ANEXO 30 - Espectro de RMN de!3C (500 MHz, CDCIlz) (Expans&o):
LDT702 (36)
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ANEXO 31— Espectro de RMN de'H (300 MHz, CDCls):

LDT703 (37)
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ANEXO 32— Espectro de RMN de'H (300 MHz, CDCI3) (Expans&o):
LDT703 (37)
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ANEXO 33— Espectro de RMN de'H (300 MHz, CDCI3) (Expans&o):
LDT703 (37)
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ANEXO 34 — Espectro de RMN de'3C (75 MHz, CDCls):
LDT703 (37)
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ANEXO 35 - Espectro de RMN de'3C (75 MHz, CDCI3) (Expanséao):
LDT703 (37)
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DAB 05 (LUEZ ROMEIRD [ DANIELLA — UnE} AMHN 'H, CDCRE. OPERADOR HEREERT - 18.10.2017
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ANEXO 36— Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCls):
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ANEXO 37— Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCl3(Expanséo):

LDT704 (38)
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ANEXO 38— Espectro de RMN de'H (500 MHz, CDCl3(Expanséo):
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ANEXO 39 - Espectro de RMN de!3C (500 MHz, CDCls):
LDT704 (38)
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ANEXO 39 - Espectro de RMN de!3C (500 MHz, CDCIlz) (Expanséo):
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ANEXO 40— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO):
LDT705 (39)
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ANEXO 41— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO) (Expans&o):
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ANEXO 42— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO) (Expans&o):
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ANEXO 43- Espectro de RMN de'*C (500 MHz, DMSO):
LDT705 (39)
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ANEXO 44— Espectro de RMN de'3C (500 MHz, DMSO) (Expanséo):
LDT705 (39)
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ANEXO 45- Espectro de RMN de'3C (500 MHz, DMSO) (Expanséo):
LDT705 (39)
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ANEXO 46— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO):
LDT706 (40)
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ANEXO 47— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO) (Expans&o):
LDT706 (40)
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ANEXO 48— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO) (Expans&o):
LDT706 (40)
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ANEXO 49- Espectro de RMN de'*C (500 MHz, DMSO):
LDT706 (40)
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ANEXO 50- Espectro de RMN de'3C (500 MHz, DMSO) (Expanséo):
LDT706 (40)
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ANEXO 51- Espectro de RMN de'3*C (500 MHz, DMSO) (Expanséo):
LDT706 (40)
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ANEXO 52— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO):

LDT707 (41)
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ANEXO 53— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO) (Expans&o):
LDT707 (41)

DAB 13 (LUIZ ROMEIRC / DANIELLA - UnB} ['"HDMSCV303K] Operador Herbent 07122017

Curnent Thta Parazacion
NAME  DAR L3
EXPYD I
= = 2z :ﬁ_ . FROCN 1
& = T E ¥ £ m  —
= = & & AR &
- - o e o o —n,:. mn:.l;-m
BETELM
PROBHIY 5 raxa Dhad 1307
PLLPRING =
m PLizh
SOLVENT =~ DMSO
N5 ]
i ]
N 7RIk
FIDRES  OIWsi B
f AP ANITmc
| a5 SiE
| i Py -
o BN e
TE 300K
o LD e
™ 1
— —— - CHARNEL 1 —=—=
NI 16
4] 1025 e
LI im
| 5ROl 300 1524010 M
7 =
sl 3T
| ™ 3F 300 1300000 ME:
i w M
| \ 558 D
f | i) 030 B
| I | G ]
| n I\ S
| fil | | |
! | |

T T T T T T
TAD T.35 T30 T.25 T T.15 T.10 705 70 695 650 GBS %] L] &T0 665



135

ANEXO 54— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO) (Expans&o):
LDT707 (41)
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ANEXO 55- Espectro de RMN de'*C (500 MHz, DMSO):
LDT707 (41)
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ANEXO 56— Espectro de RMN de'3C (500 MHz, DMSO) (Expanséo):
LDT707 (41)
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ANEXO 57— Espectro de RMN de'H (300 MHz, DMSO):
LDT708 (42)
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ANEXO 58— Espectro de RMN de'H (300 MHz, DMSO) (Expans&o):
LDT708 (42)
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ANEXO 59— Espectro de RMN de'H (300 MHz, DMSO) (Expans&o):
LDT708 (42)
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ANEXO 60- Espectro de RMN de!3C (75 MHz, DMSO):
LDT708 (42)
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ANEXO 61— Espectro de RMN de'3C (75 MHz, DMSO) (Expans&o):
LDT708 (42)
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ANEXO 62— Espectro de RMN de'3C (75 MHz, DMSO) (Expans&o):
LDT708 (42)
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ANEXO 63— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO):
LDT709 (43)
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ANEXO 64— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO) (Expans&o):
LDT709 (43)
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ANEXO 64— Espectro de RMN de'H (500 MHz, DMSO) (Expans&o):
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ANEXO 65— Espectro de RMN de'3C (500 MHz, DMSO):

LDT709 (43)
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ANEXO 66— Espectro de RMN de'3C (500 MHz, DMSO) (Expanséo):
LDT709 (43)
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ANEXO 67— Espectro de RMN de'3C (500 MHz, DMSO) (Expanséo):
LDT709 (43)
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