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RESUMO

Ainda que mais de 40 anos da descoberta do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
tenham se passado, e avangos significativos tenham sido conquistados, a exemplo do
aumento na expectativa de vida dos pacientes vivendo com HIV, a infec¢do ainda se
mantem incuravel. Em 2019, estimou-se que o nimero de pessoas infectadas era de
cerca 37,9 milhdes no mundo, das quais 24,5 milhdes tinham acesso a terapia
antirretroviral (TARV). A TARYV reduz efetivamente a carga viral, mas ndo elimina o
virus, que permanece latente em células T CD4+ podendo ser reativado com a
interrupcao do tratamento. Nesse contexto, abordagens terapé€uticas visando a cura
funcional sdo urgentes. Dentre essas, a estratégia ‘“kick-and-kill”, visa esgotar o
reservatorio viral pela reativagao do HIV latente por agentes reversores laténcia (ARL)
(kick), e eliminagdo de células infectadas por efeitos citopaticos, resposta imunoldgica
ou associacdo a compostos que induzam a eliminagdo do virus reativado (kill). A
hipotese ¢ que a combinagdo dessa nova estratégia associada ao tratamento continuo
com a TARV impeca que o virus reativado consiga infectar células saudaveis, podendo
ser um novo caminho a ser explorado para a eliminagdo dos reservatérios celulares
latentes do virus. A perpetuacdo do virus nestes reservatdrios e em baixo estado de
replicacdo ¢ um dos grandes desafios para sua completa eliminacdo a fim de atingir a
cura funcional. Dentre os reservatorios de HIV, os linfonodos constituem o exemplo
mais conhecido, por conterem grande quantidade de linfocitos T CD4+ e outras células
imunes. Dentre os ARL, aqueles que atuam por mecanismos epigenéticos parecem ser
promissores, dos quais se destacam os inibidores de histona deacetilase (HDAC). Dessa
maneira, este estudo visa planejar e sintetizar novos potenciais inibidores de histona
deacetilase-3 como candidatos a ARL para o HIV, direcionados aos linfonodos por
meio da estratégia da latenciacdo de farmacos. Assim, por meio de estudos de
modelagem molecular foram planejadas uma série de compostos, que foram divididos
em duas séries, a saber: série A (cap amina), e série B (cap metil-amina). No total,
foram sintetizados 21 compostos, dos quais 13 sdo intermediarios; ¢ 6 sdo produtos
finais. Destes finais, 2 sdo pertencentes a série A, e 4 pertencentes a série B. Todos os
compostos foram caracterizados por métodos analiticos como ressonancia magnética
nuclear (RMN) e infravermelho (IV). Os produtos finais foram obtidos em rendimentos
globais que variaram de 2-15% (2% (3b); 3% (2a); 6% (4b); 10% (19); 14% (1a); 15%
(23)).

Palavras-chave: HIV, Agentes Reversores de Laténcia, pro-farmaco, inibidor de
HDAC-3, sistema linfatico, reservatério HIV, cura funcional.



ABSTRACT

Although more than 40 years have passed since the discovery of the human
immunodeficiency virus (HIV), and significant advances have been achieved, such as
the increase in life expectancy of patients living with HIV, the infection remains
incurable. In 2019, the number of infected people was estimated to be around 37.9
million worldwide, of which 24.5 million had access to antiretroviral therapy (ART).
ART effectively reduces viral load, but does not eliminate the virus, which remains
latent in CD4+ T cells and can be reactivated when treatment is interrupted. In this
context, therapeutic approaches aiming at a functional cure are urgently needed. Among
these, the "kick-and-kill" strategy aims to deplete the latent viral reservoir by
reactivating latent HIV by latency-reversing agents (LRA) (kick), and eliminating
infected cells by cytopathic effects, immune response, or association with compounds
that induce elimination of the reactivated virus (kill). The hypothesis is that the
combination of this new strategy associated with continuous treatment with ART
prevents the reactivated virus from infecting healthy cells and may be a new path to be
explored for the elimination of latent cellular reservoirs of the virus. The perpetuation of
the virus in these reservoirs and in a low state of replication is one of the major
challenges for its complete elimination in order to achieve a functional cure. Among the
HIV reservoirs, the lymph nodes are the best-known example, because they contain
large numbers of CD4+ T lymphocytes and other immune cells. Among the ARLs,
those that act through epigenetic mechanisms seem to be promising, of which the
histone deacetylase inhibitors (HDAC) stand out. Thus, this study aims to design and
synthesize new potential histone deacetylase-3 inhibitors as candidate ARLs for HIV,
targeting lymph nodes through the strategy of drug latentiation. Thus, through
molecular modeling studies, a series of compounds were planned, which were divided
into two series, namely: series A (cap amine), and series B (cap methyl-amine). In total,
21 compounds were synthesized, of which 13 are intermediates; and 6 are final
products. Of these endings, 2 belong to the A series, and 4 belong to the B series. All
compounds were characterized by analytical methods such as nuclear magnetic
resonance (NMR) and infrared (IR). Final products were obtained in overall yields
ranging from 2-15% (2% (3b); 3% (2a); 6% (4b); 10% (19); 14% (1a); 15% (23)).

Keywords: HIV, Latency Reversing Agents, prodrug, HDAC-3 inhibitor, lymphatic
system, HIV reservoir, functional cure.
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1. INTRODUCAO

1.1 O HIV e os desafios para a alcancar a cura funcional

O tratamento da infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
sofreu significativa transforma¢do nos ultimos anos com o uso da Terapia
Antirretroviral (TARV), melhorando o prognostico da infeccdo pelo HIV de uma
doenca altamente letal para uma doenca crdonica controlavel. Apesar desses avangos, a
doenca ainda permanece incuravel afligindo milhdes de pessoas em todo o mundo. Em
2019, foi estimado que cerca de 37,9 milhdes de pessoas viviam com HIV em todo o
mundo, entre as quais, apenas 24,5 milhdes tiveram acesso a terapia antirretroviral
(UNAIDS, 2020).

Apesar da eficacia da TARV, a persisténcia da inflamacao induzida pelo virus,
a falta de uma resposta imune eficaz dos pacientes imunossuprimidos € a manutengao
do reservatorio de HIV sdo os atuais desafios que precisam ser superados. O
reservatorio latente ¢ entendido como um santuario oculto do HIV que ndo ¢
reconhecido pelo sistema imunoldgico e nao ¢ afetado pela TARV. Este reservatorio ¢
estabelecido apds algumas células T CD4+ ativadas que contém o DNA proviral se
diferenciarem em células de memoria em repouso com reducdo da atividade
transcricional. Fatores relacionados ao hospedeiro (ou seja, modificagdes epigenéticas,
regulagao dos mecanismos de transcri¢ao) mantém o provirus em um estado quiescente.
ApoOs a ativacdo das células T, uma pequena quantidade do genoma do HIV mantém
baixos niveis de replicagdo, resultando na produgdo de virions. A maioria do
reservatorio contém provirus defeituosos devido a modificagdes no genoma do HIV que
ocorrem durante o processo de transcricao reversa. No entanto, uma pequena fracao do
genoma de HIV vidvel pode ser ativada a partir do reservatorio, resultando em viremia
detectavel apos uma interrup¢do na TARV (Figura 1) (BRUNER et al., 2019).

Mesmo em pacientes com HIV-RNA indetectavel no plasma, o reservatorio
latente ¢ mantido devido a proliferacdo homeostatica em resposta a interleucina-7 (IL-7)
e a expansdo clonal das células T CD4+ de memoria de longa duragao. Embora essas
células exibam uma reducdo da expressdo de co-receptores para HIV e diminui¢do do
processo de transcri¢do reversa, € possivel que o virus possa infectar as células T CD4+
de memoria via contato célula a célula ou diretamente (AGOSTO et al., 2018). Esta
caracteristica indesejavel mantém o reservatério de HIV mesmo apds longos periodos
de tratamentos, representando um grande obsticulo na eliminacdo do virus

(SILICIANO et al., 2003; SILICIANO; GREENE, 2011).
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O reservatorio de HIV ¢ mantido em um estado ativo nao apenas por linfocitos, mas
também por células como macréfagos e células dendriticas plasmocitodes. Os
macrofagos mantém o HIV escondido do reconhecimento pelo sistema imunolégico,
enquanto facilita sua entrada em varios 6rgados e tecidos como o Sistema Nervoso
Central (SNC) e os linfonodos, semeando assim o virus e afetando sua eliminagao
completa (WONG; JAWOROWSKI; HEARPS, 2019). Através do sistema linfatico,
pela drenagem do excesso de liquido intersticial, os linfocitos T CD4+ de memoria sdo
encaminhados aos tecidos linfoides e 1a armazenados para futuras respostas
imunologicas. As células dendriticas e macrofagos também sdo drenados pelo sistema
linfatico, adentrando-se nos tecidos linfoides. As células dendriticas contribuem com a
difusdo do HIV, apresentando natureza migratoria e capacidade de recrutar numerosos
linfécitos T, promovendo sua proliferagdao para o tecido linfoide (DE SCHEERDER et
al.,, 2019). J& os macrofagos, por serem insensiveis ao efeito citopatico do virus e
apresentar elevado tempo de vida, apresentam alta carga viral nos repositorios linfoides
(DE SCHEERDER et al., 2019). Além dos aspectos anatdomicos, o alcance do sistema
linfatico pelos antivirais apresenta dificuldade farmacocinéticas relacionadas a baixa
disponibilidade e o alto metabolismo de primeira passagem (DE SCHEERDER et al.,
2019; JAWOROWSKI; HEARPS, 2019).

Infecgdio sem uso

~ a2 ~ de TARV
QO w e (© seids

/ 1 40 HIV
HIV ) Fuss

Infecgdo com HIV
latente pelo uso
da TARV

proteinas e,

RNA viraly Reducéo da
atividade

transcricional

Lintécieo T-CO4 reservatorio

Fonte: autoria propria; BioRender, 2023.

A caracterizacdo e quantificacdo de sitios anatdmicos contendo reservatorios
do HIV ¢ um grande desafio cientifico na busca pela cura funcional. As técnicas para

medir o tamanho e a distribuicao de reservatérios latentes enfrentam alguns obstaculos,



15

como a identificagdo de provirus replicadores competentes, como por exemplo, 0s
ensaios de quantificagcdo do DNA total do HIV-1 por qPCR, e DNA HIV integrado
(BELOUKAS et al., 2009; BRADY et al., 2013; ROSENBLOOM et al., 2015).

Por outro lado, o ensaio padrdo atual, chamado de ensaio de crescimento viral,
consegue medir a replicagdo do provirus competentes e visa estimular a reversdo da
laténcia em células T CD4+ infectadas pelo HIV. Este ensaio envolve: a) ativacdo de
células T CD4+ por incubagdo com anticorpos anti-CD28/CD3 ou adicdo de
fitohemaglutinina (PHA) e PBMC depletados de células T CDS8+; b) células de
doadores HIV-negativos incubadas com células infectadas para permitir o crescimento
viral; c) verificagdo de replicagdo por ELISA e quantificacdo de células positivas pela
detec¢do de capsideo p24; d) distribuicdo de Poisson para determinar a frequéncia de
células latentes infectadas com o provirus intacto. O ensaio subestima o tamanho do
reservatorio latente, uma vez que outras células também podem conter provirus
competente (ROSENBLOOM et al., 2015).

O transplante de células-tronco alogénicas de doadores CCRS5A32 / A32
aparecem como uma abordagem promissora, uma vez que dois pacientes (os chamados
pacientes de Berlim e Londres) submetidos a este procedimento nao demonstraram
rebote viral ap6s a interrup¢do do tratamento (GUPTA et al., 2019). Embora esta
estratégia ndo seja disponivel para todos os pacientes, os dados sugerem que a
erradicagdo ou silenciamento do reservatorio do HIV latente pode ser um caminho
potencial na direcao da cura funcional. Entre as estratégias atuais que buscam a cura do
HIV, as seguintes abordagens sdo notaveis: ‘block and lock’, ‘kick and kill’, edi¢do de

genes e vacinacdo (GUPTA et al., 2019).

1.2 A estratégia ‘Kick and Kill’

A abordagem denominada "kick and kill" (também conhecida como "shock and
kill") visa esgotar o reservatorio latente de HIV em duas etapas (Figura 2). Na etapa de
'kick', os agentes reversores de laténcia (ARL) induzem a expressao do gene do HIV e o
surgimento do virus a partir do reservatério celular. Posteriormente, o sistema
imunolédgico reconhece o brotamento virus, e ativa a toxicidade induzida por células de
linfécitos T ou ocorre efeito citopatico contra o virus, esgotando o reservatorio (kill)

(CILLO; MELLORS, 2016; DEEKS et al., 2012).
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Figura 2 - Esquema da estratégia "kick-and-kill". Na etapa Kick, ocorre a expressdo génica do virus HIV-
1 latente pela estratégia epigenética. Na etapa Kill, as células reativadas sdo destruidas pelo proprio
sistema imune, TARV, vacinas, entre outros.

Vacinas, antirretrovirals,
: # células do sistema
\. - -_# '/ imune, anticerpos
Ny £ ‘_‘-" 1 ; r B 3

Célula do

Choque . .ratério com e
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doLRA  HiViatente i i Flipaipagas celular
Etapa Kick Etapa Kill

Fonte: autoria propria; BioRender.com, 2023.

Para individuos imunossuprimidos em TARV por longos periodos, a baixa
citotoxicidade induzida por células T contra o HIV ¢ um problema na eliminagdo
completa do virus. Portanto, estratégias que visam a elimina¢ao do reservatorio apos sua
ativagdo, como vacinas terapéuticas, sao uteis no restabelecimento da citotoxicidade das
células T contra o virus (Figura 2) (CHOMONT et al., 2018). Varias estratégias estao
sendo investigados para descobrir agentes eficazes e seguros para a etapa de ‘kill’. Entre
estes agentes, vacinas, anticorpos monoclonais e abordagens que visam aumentar a
eficacia da citotoxicidade induzida por linfécitos T parece ser a mais bem sucedida
(KIM; ANDERSON; LEWIN, 2018; THORLUND et al., 2017).

A fim de eliminar o reservatorio de HIV, ¢ imperativo identificar um ARL
ideal que deve ser amplamente eficaz para ativar todos os reservatérios latentes ocultos
que contém o virus competente, sem induzir efeitos toxicos ou ativagdo imune
inadequada no hospedeiro (ABNER; JORDAN, 2019; RASMUSSEN; TOLSTRUP;
SOGAARD, 2016; XING; SILICIANO, 2013). De acordo com seu modo de agdo, os
ARL podem ser classificados em os seguintes cinco grupos distintos: a) modificadores
pos-traducdo de histonas; b) moduladores da cromatina nao histona; c¢) agonistas da
proteina quinase C (PKC); d) agonistas de receptor toll-like (TLR); e e) estimuladores
de receptor extracelular (ABNER; JORDAN, 2019; RASMUSSEN; TOLSTRUP;
SOGAARD, 2016; XING; SILICIANO, 2013). Nesse trabalho, visa-se a investigacao
do papel de modificadores pds-traducao de histonas, especificamente por meio da

inibicao da enzima histona deacetilase (HDAC).
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1.3 Inibidores de HDAC como ARL

A modificagdo das caudas de histonas de nucleossomos contendo HIV
integrado permite a reativagdo do estagio latente, sendo uma abordagem promissora
para descoberta de novos agentes ‘kil/’. Histonas deacetilases (HDACs) sao uma familia
de enzimas epigenéticas que representam os principais alvos para a atuacdo de ARL
potenciais por meio de modificagdes pds-tradugdo de histonas.

As histonas deacetilases atuam através da clivagem de um residuo de acetil na
cauda da lisina nas histonas e estdo envolvidas na remodelacao da cromatina, mantendo
assim o equilibrio dinamico da acetilacdo. A deacetilagdo de proteinas histonas e nao
histonas altera a conformacdo da cromatina e a expressdo genética. O processo de
acetilacdo enfraquece a interagdo com o DNA, permitindo acesso a fatores de
transcricdo, enquanto a deacetilagdo realizada por HDACs confere uma carga positiva
no grupo e-amino da lisina das histonas, fortalecendo a interagdo DNA-histona, que por
sua vez suprime a transcricdo do gene. O processo de acetilagdo/deacetilacao também
expde superficies de encaixe de proteinas, que modula a ligacdo de ativadores ou
repressores da transcri¢do do gene. Assim, a hiperacetilacdo e a hipoacetilacdo de
histonas estd associada a expressao e repressao de genes, que induz interferéncias em
diversas vias biologicas, como as relacionadas ao crescimento, transdu¢dao de sinal e
morte de células (BERTRAND, 2010).

Altos niveis de deacetilacdo nas histonas foram correlacionados com varias
doengas e inibidores de HDAC (HDACi), como vorinostat (1) (também conhecido
como SAHA), romidepsina (2) e panobinostat (3), foram aprovados pelo Food and
Drug Administration (FDA) para o tratamento de neoplasias hematoldgicas
(BERTRAND, 2010; VAN LINT et al., 1996). As HDAC sdo divididas em quatro
classes principais: classe I (HDACs 1, 2, 3, 8); classe Ila (HDACs 4, 5, 7, 9); classe Iib
(HDAC: 6, 10); classe III (SIRT1-7); e classe IV (HDAC 11) (ROCHE; BERTRAND,
2016).

HDAC:s classe I, representados por HDAC 1, 2 e 3, sdo dependentes do ion
Zn?', sendo recrutadas para o LTR do HIV-1 em modelos celulares de laténcia e sdo
expressas nos nucleos de células T CD4+ latentes do reservatério. A inibicdo seletiva
dessas isoformas HDAC em modelos celulares demonstraram uma ativagao eficiente do
LTR do HIV em comparacdao com outras isoformas (ARCHIN et al., 2009; KEEDY et
al., 2009). Alguns estudos também sugeriram que a inibicdo de HDAC 3 ¢ a etapa
preliminar na promogao da reativacao efetiva isoformas (ARCHIN et al., 2009; KEEDY
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et al., 2009). Ao comparar a eficiéncia para induzir crescimento viral em células T
CD4+ em repouso, MKR12, um inibidor seletivo de HDAC 1 e 2, demonstrou atividade
inferior em comparagdo com MRK 13, um inibidor de HDAC 1, 2 ¢ 3 (ARCHIN et al.,
2009). Assim, a compreensao da base estrutural para a seletividade HDAC ¢ crucial
para planejamento de farmacos a fim evitar efeitos “off target” (ARCHIN et al., 2009;
KEEDY et al., 2009; ROCHE; BERTRAND, 2016).

Um dos primeiros relatos sobre o potencial de inibidores de HDAC (HDAC:!)
em induzir a expressdao génica de HIV foi descrito para butirato de sddio. Este HDACi
fraco ativou o (Long Terminal Repeat) LTR do HIV em plasmideos quiméricos em
curva dose resposta curva linear de at¢ 8 mM. Em outro estudo, células latentes
infectadas com HIV foram tratadas com dois HDACi distintos: trapoxina (4) e
tricostatina (5). Observou-se que ambos os farmacos induziram a ativagao transcricional
do promotor de HIV-1 e aumentou os niveis do virus. Além disso, a curva dose-resposta
mostrou uma relac@o clara entre a expressao génica do HIV e os niveis de acetilagao das
histonas nas células infectadas tratadas com cada uma desses compostos (VAN LINT et
al., 1996). Apesar destes resultados interessantes, todos os ensaios foram conduzidos
usando modelos in vitro, ¢ a necessidade de verificar esses efeitos em pacientes
infectados reais levou a condugdo dos ensaios clinicos. (LALANNE et al., 2007; VAN
LINT et al., 1996)

A prova de conceito de que HDACI ativava os reservatorios latentes de HIV
foi descrito em um estudo clinico limitado, no qual quatro pacientes vivendo com HIV
em TARYV foram tratados com acido valproico (6) em doses que variam de 500-750 mg
(duas vezes ao dia por trés meses). Neste estudo, a TARV foi intensificada com 90 pg
de enfuvirtida (duas vezes ao dia por 4-6 semanas) para prevenir a propagacao do virus.
Os pesquisadores observaram que o numero de células latentes diminuira apos o
tratamento com acido valproico como resultado da ativagdo de reservatorios latentes de
HIV, demonstrando o papel de HDACi em humanos infectados pelo HIV (HUANG et
al., 2018).

Em 2012, o potencial do vorinostat na abordagem de ‘kick and kill’,
especialmente na etapa de ‘kick’, foi demonstrado. Um dos primeiros estudos que
descreve a capacidade do vorinostat para induzir a expressdo do RNA de HIV-1 foi
realizada em células T CD4+ em repouso de pacientes cuja viremia foi suprimida
anteriormente por TARV. Nesse estudo, houve aumento da expressao de RNA do HIV,

em niveis 4,8 vezes maiores do que o controle negativo (ARCHIN et al., 2012). Outros
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estudos também confirmaram resultados semelhantes usando diferentes regimes de

tratamento (ARCHIN et al., 2017).

1.4 Latenciacao e o direcionamento de farmacos ao sistema linfatico

O termo latenciacgdo refere-se a estratégia de modificagdo molecular em que ha
conversdao de farmacos a pro-farmacos. Estes, mediantes processos enzimaticos € nao
enzimaticos in vivo liberam o farmaco original, podendo inclusive ser préximo ao local
de acdo quando desejado. Os proé-farmacos podem ser classificados de acordo com
Wermuth, 1984, em: a) cléassicos: o farmaco ativo estd ligado a um carreador
farmacologicamente inativo e necessita ser biotransformado para ser liberado; b)
bioprecusores: ndo possuem um grupo carreador e precisam ser biotransformados para
serem farmacologicamente ativos; c¢) mistos: sdo similares ao mesmo tempo aos pro-
farmacos classicos e bioprecussores, sendo uma molécula inerte, onde o carreador
necessita ser biotransformado antes de liberar o firmaco; d) mutuos: possuem um
grupo carreador farmacologicamente ativo ligado ao fAirmaco; e) dirigidos: possuem um
carreador especifico ligado ao farmaco, que interage especificamente com receptores ou
enzimas do sitio ativo, melhorando a seletividade. O uso de pro-farmacos visa remediar
desafios biofarmacéuticos, farmacodinamicos e farmacocinéticos, como baixa
estabilidade quimica, limitagdes de solubilidade, metabolismo e toxicidade, para que se
tenha melhorias da biodisponibilidade e efeito terapéutico, promovendo uma maior
eficacia e seguranga do farmaco (CHUNG; FERREIRA, 1999; MARKOVIC; BEN-
SHABAT; DAHAN, 2020; SANCHES; FERREIRA, 2020). Neste trabalho explorou-se
a estratégia de pro-farmacos classicos.

O direcionamento de farmacos ao sistema linfatico explora caracteristicas
fisico-quimicas dos conjugados farmaco-lipideo desejaveis. Os compostos bioativos
conjugados a uma subunidade lipidica, como por exemplos acidos graxos, glicerideos
ou fosfolipidios, apresentam aumento da lipossolubilidade. Durante o metabolismo
lipidico, os farmacos lipofilicos podem ser organizados e empacotados em lipoproteinas
intestinais na forma de quilomicrons e, finalmente secretados na linfa mesentérica,
alcangando a circulagdo sistémica através do ducto linfatico toracico (Figura 3)
(LALANNE et al., 2007).

Diversos estudos mostraram que compostos altamente lipofilicos com
caracteristicas fisico-quimicas apropriadas (Log D74 > 5, Log P > 5, particulas de
grandes dimensdes, solubilidade >50 mg/mL em triglicérideo de cadeia longa (TCL))

tém um transporte linfatico intestinal significativo quando administrados por via oral
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com alimentac¢do rica em lipidios. Os anti-retrovirais, por exemplo, quando absorvidos
pelos vasos linféticos intestinais sdo envolvidos em vesiculas lipidicas no enterocito e
transportados pelo fluxo de linfa para o linfonodo, sendo distribuidos conforme os
padrdes de fluxo da linfa. Os anti-retrovirais lipofilicos sdo mais suscetiveis a perfundir
pelo meio do linfonodo, onde a densidade celular ¢ alta e a taxa de fluidos ¢ baixa.

Qin e colaboradores (2021) sintetizaram um pro-farmaco éster lipofilico
ativado do lopinavir, chamado de pré-farmaco 7 (Figura 3), cujo éster liga-se a uma
curta cadeia lipofilica alifatica que possui um oxigénio ¢ que levou a melhorias na
entrega do lopinavir comparado aos outros compostos planejados no estudo. Os
pesquisadores identificaram liberagao eficiente do lopinavir na linfa e nos linfonodos
mesentéricos (reservatorio viral) em estudo de biodistribuicao realizado em ratos apos
administracao oral do composto (QIN et al., 2021; SCHOLZ; KASHUBA, 2021).

Lalanne e colaboradores sintetizaram pro-farmacos glicerolipidicos derivados
de didanosina (ddl) e mostraram que os compostos apresentavam atividade biologica
promissora contra o HIV em cultura de células ativadas PBMC infectadas por HIV-1-
LAI, onde o ensaio teve o intuito de verificar se o pro-farmaco seria capaz de entregar
ddI na célula somente pela atividade antiviral (LALANNE et al., 2007). Atividade essa,
devido ao melhor alcance do sistema linfatico, ou, sobre o repositdrio viral latente, uma
vez que esses farmacos, por serem altamente lipofilicos e de longa cadeia ndo sdo
passiveis da captacdo pela mucosa intestinal e consequentemente ndo adentram
diretamente no sistema sanguineo, alcancando diretamente o sistema linfatico.

Uma das grandes vantagens desse tipo de transporte ¢ que se torna possivel
evitar o metabolismo de primeira passagem. O alcance do sistema linfatico se da pela
re-esterificagdo dos triglicerideos, a partir de suas hidrolises no intestino delgado por
lipases pancreaticas. Esse, resulta em metabolitos (2-monoglicérideos e acidos graxos)
que sdo absorvidos pelos enterocitos e re-esterificados em triglicerideos, posteriormente
organizados em quilomicrons, podendo ser secretados na linfa mesentérica
(LALANNE et al., 2007).

Os linfonodos sdo tecidos onde repetidamente verifica-se RNA e DNA viral
em primatas ndo humanos, ratos humanizados ¢ humanos na terapia anti-retroviral,
sendo centrais na patologia do HIV, contendo grandes populagdes de células T CD4+ e
outras células imunes organizadas em regides especificas do tecido que facilitam a
resposta imune. O HIV propaga-se para linfonodos regionais dentro de 3-6 dias devido

a sua grande populagao alvo de células T CD4+ e trafico constante de células por
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vénulas endoteliais elevadas (HEVs) e vasos linfaticos e a disseminacdo sistémica
ocorre dentro 625 dias.

Este reservatorio pode se manter por duas teorias durante a terapia
antirretroviral: baixos niveis de replicagdo viral, ou expansao clonal de células T CD4+
latentes infectadas. A inibicao incompleta da replicacdo viral nos linfonodos pode se
dever a baixa concentracdo de antirretroviral neste tecido em comparagdo ao plasma.
Enquanto na expansdo clonal, as células T CD4+ sdo infectadas antes da terapia
antirretroviral, e entdo tornam-se latentes; quando o tratamento ¢ iniciado estas células
infectadas latentes podem sofrer uma proliferacdo, expandindo-se clonalmente em
células com idénticas sequencias virais, que podem se mover dos linfonodos para

sangue e outros tecidos (SCHOLZ; KASHUBA, 2021).

Figura 3 — a) Pro-farmaco 7, derivado éster lipofilico ativado do lopinavir planejado por Qin et al., 2021 (Qin et al.,
2021). b) Lipidios da dieta (TG) e pro-farmacos lipofilicos acessam o sistema linfatico por absor¢édo no enterdcito e a
circulagdo sistémica na forma de quilomicrons, locais onde os farmacos ativos planejados neste estudo (ARL) como
pro-farmacos, exercem seu efeito reversor de laténcia do HIV. 1) Triglicerideos (TG) sdo hidrolisados no intestino
delgado por lipases pancreaticas, resultando nos metabolicos acidos graxos (AG) e monoglicerideos (MG), que sdo
absorvidos nos enterdcitos e re-esterificados em TG que se organizam em quilomicrons. 2) Pro-farmacos altamente
lipofilicos se ligam ao quilomicron. 3) Pro-farmaco empacotado em quilomicron ¢ exocitado do enterdcito e
transportado para os linfonodos pelos capilares linfaticos mesentéricos de acordo com o fluxo da linfa, sendo
distribuidos conforme os padrdes de fluxo da linfa. 4) Pro-fairmaco libera farmaco por hidrolise enzimatica (ex.
amidase) da fun¢do amida, exercendo seu efeito farmacoloégico na linfa e linfonodos mesentéricos. 5) Pro-farmaco
empacotado em quilomicron através do ducto linfatico toracico alcanga a circulagéo sistémica, onde o quilomicron é
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1.5 Planejamento estrutural de novos compostos ALR inibidores de HDAC-
3 conjugado com lipideos

Dentre os HDACI seletivos para classe I, a classe das 2-amino-benzamidas
representam estruturas privilegiadas capazes de interagir com o atomo de zinco (Zn>")
presente no sitio ativo das HDAC-1, 2 e 3 (ARCHIN et al., 2009; KEEDY et al., 2009;
ROCHE; BERTRAND, 2016). Trabalhos anteriores do grupo de pesquisa Lapdest-
Unesp demonstraram que a presenga de uma subunidade tiofeno ou 4-fluor-fenil € capaz
de ocupar o bolsdo hidrofobico de 14 A presente na HDAC-2, conferindo seletividade
as mesmas (LOPES et al., 2021).

O tratamento com tacelidina de células Ul infectadas com HIV demonstrou
que o composto foi capaz de induzir a produgdo de HIV-1 com valores de ECso de 0,93
uM e um indice de seletividade de 15,5. Além de sua atividade superior em comparagao
com vorinostat e romidepsina, foi observado menor efeito citotoxico com uso de
tacedinalina (CI-994), uma vez que o vorinostat, da mesma forma que a romidepsina
apresentou indices de seletividade foi de 0,65 (HUANG et al., 2018).

A tacedinalina (CI-994) apresenta valores de ICso de 0,9; 0,9; 1,2 ¢ >20 uM
para HDACs 1, 2, 3 e 8, respectivamente. A substituicao bioisostérica do hidrogénio por
fltior levou ao derivado BRD3308 cujos valores de 1Csp para HDACs 1, 2, 3 ¢ 8 foram
de 1,2; 1,3; 0,05 e >20 uM, respectivamente. A presenca do flior nessa posi¢cdo confere
seletividade a HDAC-3. No processo para caracterizagao da importancia da seletividade
entre as isoformas da HDAC para ativagdo de laténcia de HIV foi demonstrado que
inibidores seletivos HDAC 1 e 2 ndo demonstraram atividade na ativacdo do HIV
latente (LIU et al., 2020; METHOT et al., 2014; YU et al., 2021). Dessa forma, neste
trabalho planejou-se inibidores seletivos HDAC-3 baseados na estrutura do BRD3308 ¢
CI-994 como novos ARL. O desenho dos novos inibidores foi assistido por modelagem
molecular a fim de orientar padrdes estruturais de substitui¢do mais adequados na
interagao com o alvo.

Além disso, os novos inibidores HDAC-3 foram conjugados a acidos graxos
comuns da dieta, que agirdo como transportadores para direcionar os inibidores ao
sistema linfatico pelo caminho fisiologico de absor¢do dos lipidios da dieta pela via
intestinal linfatica, permitindo maior concentragio de ARL nos linfonodos. Acidos
graxos sao componentes da dieta conhecidos por melhorar o risco cardio-metabdlico e

modular as respostas imunologicas, podendo oferecer beneficio durante a terapia.
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O 4acido graxo saturado palmitico ¢ encontrado na dieta (ex. 6leo de palma) e
produzido endogenamente no organismo, sendo o principal componente das gorduras do
leite humano e componente essencial de membranas celulares. Os acidos graxos
poliinsaturados essenciais linoleico (6mega-6; n-6) e linolénico (6mega-3; n-3) so
podem ser obtidos pela dieta e s3o alongados e dessaturados através de vias enzimaticas
compartilhadas para produzir acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (PUFAs)
que sdo cruciais para o crescimento, desenvolvimento ¢ manutencdo da homeostase
celular. Em estudo entre mulheres gravidas na Tanzania, niveis mais altos de acidos
graxos n-6 no leite materno foram associados a redugdo da disseminacao do HIV e a um
menor risco de transmissdo do HIV de mae para filho (AGOSTONI; MORENO;
SHAMIR, 2016; FATTORE; FANELLI, 2013; JAIN et al., 2019; KABAGAMBE et al.,
2016; QIN et al., 2021).

Assim, o planejamento estrutural dos novos ARL (Figura 4), consistiu na
exploragio da cavidade 11 A pela funcionalizagio da cadeia lateral do inibidor de
HDAC-3 denominado BRD 3308 pela presenca de grupo NH, e OH. Além disso,
também exploramos estes mesmos padroes de substituicdo para derivados de CI-994
visando a funcionalizagdo da cadeia lateral para ocupar a cavidade 11 A com a presenca
do grupo NH>. As informagdes quanto ao padrdo de substituicao foram identificadas nos
estudos de  ancoragem molecular. Os grupos funcionais alcool e aminados compostos
(18-23) foram acoplados com os acidos graxos dietarios a fim de obter os produtos

finais (1-6) (Figura 4).
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Figura 4 - Planejamento estrutural dos conjugados HDAC3i-lipideos como ARL.
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Fonte: autoria propria, 2023.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Planejar e sintetizar potenciais inibidores de histona deacetilase-3 como

candidatos a agentes de reversdao de laténcia do HIV, direcionados aos linfonodos, que

promovam reativagdo eficiente para estratégia ‘kick and kill’.

2.2 Objetivos especificos

e Modelagem molecular utilizando a ancoragem molecular para selecionar os
analogos de BRD3308 e CI-994 contendo os espagadores mais adequados para
serem utilizados no acoplamento com acidos graxos.

e Sintese, isolamento, caracterizacdo estrutural por métodos analiticos das

moléculas selecionadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelagem molecular

Os experimentos de ancoragem molecular foram realizados utilizando o
software Maestro® 2018-4. Para este estudo, as estruturas cristalograficas da HDAC-3
foram obtidas no banco de dados PDB (Protein Data Bank), 4A69 com resolucdo de
2,06 A para HDAC-3 e, posteriormente, importadas para o software isoladamente,
sendo preparadas para o estudo de ancoragem molecular utilizando a funcdo Protein
Preparation Wizard. O seguinte protocolo foi executado: (i) remocao das moléculas de
agua; (i1) adicdo de atomos de hidrogénio; (iii) preenchimento de cadeias laterais
incompletas; (iv) minimizagdo de energia utilizando o campo de forca OPLS3. A caixa
de interagao (“grid”) foi definida pelo Receptor Grid Generation, com dimensdes de 10
A x 10 A x 10 A (SCHRODINGER, 2018a, 2018b). Apds a conclusio do preparo das
proteinas, os ligantes foram desenhados e importados no formato SDF para o software
Maestro® e foram preparados pela fun¢io Ligand Preparation (LigPrep), a fim de
realizar a minimizagdo de energia utilizando campo de forca OPLS3, e obter a
simulagdo dos possiveis estados de ionizagdo em pH 7 + 2 (SCHRODINGER, 2018c).
Na fungdo Glide Ligand Docking (Ligand Docking), inseriu-se como tipo de restricao
de receptor, a coordenagdo com o metal Zn?>*, e executou-se o docking entre os ligantes
preparados e a enzima HDAC-3, com 500 poses em precisdo SP (standart precision),
verificando-se assim, a melhor conformagdo, docking score e as interagdes em 2D

(Ligand Interaction Diagram panel) e 3D (SCHRODINGER, 2018d).

3.2 Planejamento da metodologia sintética para obten¢do dos compostos finais
derivados de 2-amino benzamida

A Figura 5 representa a rota sintética explorada para obtencdo dos compostos
descritos nessa dissertacdo. Os produtos finais foram divididos em série A e série B,
sendo que ambos apresentam a funcdo amida formada por meio do tratamento dos
acidos graxos com as aminas. A série A consistiu nos compostos finais contendo amina
como espagador ligado ao acido graxo, enquanto a série B consistiu nos compostos com
metil-amina ligada ao 4cido graxo (Figura 5). Os compostos (2a) e (2¢) da série A, e
(1a) e (1¢) da série B, ja foram sintetizados pelo grupo Lapdesf, entretanto, propds-se
uma otimizagdo da sintese com reducao das etapas sintéticas. Tanto a rota A, quanto a

rota B exploram a sintese convergente.
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A primeira etapa da reagdo consistiu na obtencdo do intermedidrio amida
acoplado aos acidos graxos obtidos comercialmente. Posteriormente, a funcdo acido
carboxilico foi tratada com as aril-aminas (9 ou 12) utilizando o agente acoplante
HATU em meio contendo solvente polar aprotico. Para os compostos 13a-¢ contendo o
grupo protector Boc, foi realizado o tratamento com 4cido trifluoracético para remogao
deste grupo protetor levando aos compostos 2a-c.

Para os produtos finais da série B que ndo possuem acido graxo, isto ¢é, os
compostos (19) e (23), inicialmente tratou-se a funcdo 4cido carboxilico do
intermediario (24) contento grupo protetor BOC, com as aril-aminas (9 ou 12)
utilizando o acoplante HATU e solvente polar aprotico, para obter os intermediarios
amidas (25) e (26). Para os compostos (25) e (26) contendo o grupo protetor Boc,
realizou-se o tratamento com acido trifluoroacético para remogdo deste grupo protetor
levando aos compostos (19) e (23).

Baseado nos estudos de ancoragem molecular, neste estudo priorizamos os
compostos inéditos da série B, pois estes demonstraram valores de docking score mais

promissores.
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Figura S - Planejamento sintético das séries A e B.
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Fonte: autoria propria, 2023.
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3.3 Caracterizacao por métodos analiticos

3.3.1. Faixa de Fusao: as faixas de fusao dos compostos foram determinadas em
triplicata, sem correcao, em aparelho de ponto de fusdo capilar Melting Point Apparatus

SMP3, Stuart Scientific®.

3.3.2. Espectrofotometria de absor¢ao no infravermelho (IV): os espectros de
absor¢ao no IV, na regido de 4.000 a 400 cm-1, foram obtidos em pastilhas de KBr em

um espectrofotdmetro IR Prestige-21, Shimadzu®.

3.3.3. Espectrometria de RMN 'H e RMN '3C: os espectros de RMN °C e 'H
unidimensionais foram realizados no Instituto de Quimica (UNESP-Araraquara),
utilizando-se um espectrometro de 600 MHz ('H) e 150 MHz (!3C) - Bruker Avancer III
HD 600 (14, 1 T). As amostras foram solubilizadas em DMSO deuteurado — D6;
composto (3b) utilizou-se CDCIl3; deuterado. A multiplicidade dos sinais foi atribuida
como: simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), duplo duplo dupleto (ddd), duplo
duplo duplo dupleto (dddd), tripleto (t), triplo dupleto (td), triplo tripleto (tt),
quadrupleto (q), quarteto de dupleto (qd), quintupleto (p) multipleto (m).

3.4 Métodos de purificagao
3.4.1 Biotage® Isolera™

A purificagdo dos compostos obtidos foi realizada por meio de cromatografia
com o uso do Biotage® Isolera™, utilizando a coluna Biotage® SNAP ULTRA 10g ou
25g (fase estacionaria: silica esférica HP-Sphere 25 um), por método isocratico ou
gradiente utilizando acetato de etila e hexano como eluentes, diferentes fluxos e limites
de deteccao especificados na metodologia de cada composto, e detec¢do no

comprimento de onda fixo em 254 nm.

3.4.2 Cromatografia de coluna

A purificagdo dos compostos obtidos foi realizada através de cromatografia em
coluna com uso de silica flash (tamanho de particula 40-60 um) como fase estacionaria,
e fase movel em modo isocratico utilizando acetato de etila e hexano como eluentes,

com altura e didmetro especificados na metodologia de cada composto.
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3.4.2 Cromatografia em camada delgada preparativa

A purificacdo dos compostos obtidos foi realizada através de cromatografia em
coluna com uso de silica flash (tamanho de particula 40-60 pm) como fase estacionaria,
e fase movel em modo isocratico utilizando acetato de etila e hexano como eluentes,
com espagamento de 0,5 cm entre as amostras e extremidades horizontais, € 1 cm das
extremidades verticais. Utilizada somente em compostos com pequenas massas para

purificagao.

3.5 Metodologia de sintética para obtencao dos compostos

3.5.1 Sintese dos compostos da série A

3.5.1.1 Sintese dos compostos intermediarios (8a), (8b) e (8¢)

O acoplamento dos acidos graxos (a, b, ¢) com o acido 4-aminobenzdico (7)
utilizando o HATU como o agente acoplante levou a formagdo dos intermediarios (8a),
(8b), (8¢c), conforme representado na Figura 6. O procedimento geral para preparagao

destes compostos esta descrito a seguir.

Figura 6 - Sintese dos intermediarios (8a), (8b), (8¢).
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a) HATU, DIPEA, DMF anidro, 48h, t.a., atmosfera N,.

Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimentos gerais

Em uma solu¢do de 1 eq. mol! de 4acido palmitico (a) (2,9 mmol, 740 mg), ou
linoleico (b) (2,9 mmol, 810 mg, 898 uL), ou acido linolénico (¢) (2,9 mmol, 800 mg,
860 uL), em 5 mL DMF anidro adicionou-se 1 eq. mol! de HATU e 1 eq. mol”! de
DIPEA. As reacdes foram mantidas sob agitacdo em temperatura ambiente por 30
minutos, em atmosfera inerte de N»>. Em seguida, adicionou ao meio uma quantidade de
400 mg (2,9 mmol) de acido 4-aminobenzoico (7). As reagdes foram mantidas por 48h
em atmosfera inerte de No. O acompanhamento da reagdo foi feito por cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando eluigcdo (6:4) acetato de etila: hexano como fase

movel e revelacao sob luz ultravioleta (254nm) e ninidrina.
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Para o meio reacional contendo como reagente o acido palmitico (a) foi
observado formagdo de precipitado branco, que foi extraido e purificado a vacuo com
acetato de etila, levando a formag¢do do um produto puro (8a), sélido branco, com 88%
de rendimento.

Ja o meio reacional contendo os acidos graxos (b) ou (¢) foi diluido em 60 mL
de acetato de etila para extracdo liquido/liquido. A fase organica foi lavada duas vezes
com 60 mL de 4gua destilada e com uso de solugdo saturada de cloreto de sédio (brine).
Em seguida, a fase organica foi seca com sulfato de so6dio anidro e filtrada. O solvente
organico foi evaporado a pressao reduzida e o solido (crude) foi purificado por
cromatografia com uso de Biotage® Isolera™, utilizando a coluna BIOTAGE® SNAP
ULTRA 25g (HP-Sphere 25 uM), em método isocratico de fase movel (6:4) acetato de
etila: hexano, inicio do limiar UV (UV start threshold) 35 mAU, fluxo 10 mL/min (8b)
e fluxo de 20 mL/min (8c), levando a formagao do produto puro (8b), solido branco, ou

(8¢), solido amarelo claro, com rendimentos de 15% e 16%, respectivamente.

3.5.1.2 Sintese do composto intermediario ferc-butil (5-fluoro-2-
nitrofenil)carbamato - (11) ( adaptado de TIAN; XIE; LIAO, 2020).

Para prote¢do da amina primaria do reagente (10) ocorreu o tratamento usando
di-carbonato de di-terc-butila (BOC-anidrido), o que permitiu a obtengcdo do

intermediario (11). A Figura 7 representa o método de obtencao do composto (11).

Figura 7 - Sintese do intermediario (11).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento
Em uma solugdo contendo 200 mg de 5-fluoro-2-nitroanilina (10) (1,2 mmol),

e 1,5 eq. mol! de di-carbonato de di-terc-butila (BOC) (1,8 mmol, 390 mg, 410 uL) em
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10 mL THF anidro adicionou-se 0,2 eq. mol™! de 4-dimetilaminopiridina (DMAP). A
reacdo permaneceu sob agitacao e refluxo a 50°C por 24h em atmosfera inerte No. Apds,
foram adicionados 10 eq. mol! de NaOH (12 mmol, 480 mg) diluido em 4gua (2 mL)
por 2h a 63°C sob agitacdo e refluxo em atmosfera N». Essa segunda etapa ¢ realizada
para remover uma segunda prote¢do BOC observada. O acompanhamento da reagdo foi
realizado por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando eluicdo (9:1)
hexano: acetato de etila como fase movel e visualizado sob luz ultravioleta (254 nm).
Apos reagdo com a base, o meio reacional foi evaporado a pressao reduzida para
eliminacdo de THF e, em seguida, foi diluido com 60 mL de acetato de etila para
extracdo liquido/liquido. A fase orgénica foi lavada duas vezes com 60 mL de agua
destilada e com uso de solucdo de cloreto de sddio saturado (brine). A fase organica foi
seca com sulfato de sodio anidro, e em seguida, filtrada a vacuo. Apods evaporagdo do
solvente organico, o produto foi purificado por cromatografia com uso de Biotage®
Isolera™, utilizando a coluna BIOTAGE® SNAP ULTRA 10g (HP-Sphere 25 uM),
fluxo de 18 mL/min, inicio do limiar UV (UV start threshold) 30 mAU, em método
isocratico de fase movel (9:1) hexano: acetato de etila. O produto foi obtido como

solido amarelo com rendimento de 42%.

3.5.1.3 Sintese do composto intermediario tert-butil (2-amino-5-

fluorofenil)carbamato - (12)

O grupo nitroaromatico (11) foi reduzido a respectiva arilamina (12) usando
cloreto de amoénio e ferro metalico me meio contendo como mistura de solventes dgua e

metanol (Figura 8).

Figura 8 - Sintese do intermediario (12).
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Fonte: autoria propria, 2023.
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Procedimento

Foi adicionado a um baldo conectado ao condensador de refluxo 287 mg (1,12
mmol) de tert-butil (5-fluoro-2-nitrofenil)carbamato (11), e 4 eq. mol™! de ferro metalico
(Fe®) (4,48 mmol, 250 mg), 5 eq. mol™! de cloreto de aménio (NH4Cl) e uma mistura
de solventes MeOH/H>O (7:2, 9 mL). A reacdo permaneceu sob agitacao e refluxo a
60°C por 5h. O acompanhamento da reacdo foi feito por cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando como eluic¢do (7:3) hexano: acetato de etila como fase movel.
As CCDs foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e reveladas com ninidrina. Ao
término da reagdo, filtrou-se a vacuo usando celite, para remocao de ferro (0). Em
seguida, o meio reacional foi evaporado sob pressdo reduzida para eliminagdo de MeOH
e diluido em 60 mL de acetato de etila para extragdo liquido/liquido. A fase orgéanica foi
lavada duas vezes com 60 mL de agua destilada e com uso de solucdo de cloreto de
sodio saturado (brine). A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, e em
seguida, filtrada a vacuo (LOPES, 2020). Apds evaporacao do solvente organico, o
produto foi purificado por cromatografia com uso de Biotage® Isolera™, utilizando a
coluna BIOTAGE® SNAP ULTRA 25g (HP-Sphere 25 uM), em método isocratico de
fase movel (7:3) hexano: acetato de etila, inicio do limiar UV (UV start threshold) 35
mAU, fluxo 20 mL/min. O produto foi obtido como sélido marrom, com 54% de

rendimento.

3.5.1.4 Sintese do composto intermediario (13a)

O acoplamento do intermediario (8a), derivado do acido palmitico (a), com a
arilamina (12), foi realizada com uso de agente acoplante HATU em meio contendo
dimetilformamida como solvente ¢ DIPEA como base. A reacdo foi conduzida sob

atmosfera de nitrogénio (Figura 9).

Figura 9 - Sintese do intermediario (13a).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 1 eq. mol™! de intermediario (8a)
(0,22 mmol, 82 mg), 1 eq. mol!' de HATU, 1 eq. mol!' de DIPEA e 3 mL de DMF
anidro. A reacgdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 30 minutos, em
atmosfera inerte de N>. Em seguida, adicionou-se ¢ 50 mg de tert-butil (2-amino-5-
fluorofenil)carbamato (12) (0,22 mmol). A reag¢do foi mantida sob agitagdo por 48h em
atmosfera inerte de N>. O acompanhamento da reacdo foi feito por cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando elui¢do (7:3) hexano: acetato de etila como fase
movel. As CCDs foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e reveladas com
ninidrina. Ao término da reagdo. Apods, o meio reacional foi diluido em 60 mL de
acetato de etila para extracdo liquido/liquido. A fase orgéanica foi lavada duas vezes com
60 mL de 4gua destilada e com uso de solugao de cloreto de sodio saturado (brine). A
fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro, € em seguida, filtrada a vacuo. Apos
evaporagdo do solvente orgénico, o produto foi purificado por cromatografia com uso
de Biotage® Isolera™, utilizando a coluna BIOTAGE® SNAP ULTRA 10g (HP-
Sphere 25 uM), em método isocratico de fase movel (7:3) hexano: acetato de etila,
inicio do limiar UV (UV start threshold) 35 mAU, fluxo de SmL/min. O produto foi

obtido como s6lido vinho com 26% de rendimento.

3.5.1.5 Sintese do composto final (2a)
A remocgdo do grupo protetor BOC usando 4cido trifluoracético (TFA) levou a

obtencdo do composto final (2a) (Figura 10).
Figura 10 - Sintese do composto final (2a).
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Fonte: autoria propria, 2023.
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Procedimento

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 26,7 mg (0,045 mmol) do
intermediario (13a) e 4cido trifluoroacético (TFA), 226 eq. mol ™. A reacdo foi mantida
sob agitacdo em temperatura ambiente por 3h. O acompanhamento da reagdo foi feito
por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando elui¢do (6:4) acetato de etila:
hexano como fase movel. As CCDs foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e
reveladas com ninidrina. Ao término da reacdo. Apos, o meio reacional foi diluido em
60 mL de acetato de etila para extragao liquido/liquido. A fase organica foi lavada duas
vezes com 60 mL de 4dgua destilada e com uso de solucdo saturada de bicarbonato de
sodio para neutralizar o excesso de acido. A fase organica foi seca com sulfato de sddio
anidro, e em seguida, filtrada (LOPES, 2020). Apo6s evaporacao do solvente organico, o
produto foi purificado por cromatografia com uso de Biotage® Isolera™, utilizando a
coluna BIOTAGE® SNAP ULTRA 10g (HP-Sphere 25 uM), em método isocratico de
fase movel (6:4) acetato de etila: hexano, inicio do limiar UV (UV start threshold)
2mA, fluxo de 4mL/min. O produto foi obtido como so6lido laranja claro, com 24% de
rendimento. O rendimento global foi de 3% obtido pela multiplicagdo dos rendimentos

parciais de cada etapa.

3.5.1.6 Sintese do composto final (1a)

O acoplamento do reagente o-fenilenodiamina (9), com o intermediario (8a),
derivado do é4cido palmitico (a), foi realizada com uso de agente acoplante HATU em
meio contendo dimetilformamida como solvente ¢ DIPEA como base. A reagdo foi

conduzida sob atmosfera de nitrogénio levando a formacao do composto 1a (Figura 11).

Figura 11 - Sintese do composto final (1a).
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Fonte: autoria propria, 2023.
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Procedimento

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 1 eq. mol™! de intermediario (8a)
(0,46 mmol, 170 mg), 1 eq. mol! de HATU, 3 mL de DMF anidro e 1 eq. mol! de
DIPEA. A reagao foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por 30 minutos,
em atmosfera inerte de N>. Em seguida, adicionou-se 50 mg (0,46 mmol) de o-
fenilenodiamina (9). A reag¢do foi mantida sob agitacao por 48h em atmosfera inerte de
N2. O acompanhamento da reagdo foi feito por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando eluicao (7:3) acetato de etila: hexano como fase movel. As CCDs
foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e reveladas com ninidrina. Ao término
da reacdo. Apos, o meio reacional foi diluido em 60 mL de acetato de etila para extragdo
liquido/liquido. A fase organica foi lavada duas vezes com 60 mL de agua destilada e
com uso de solucdo de cloreto de sodio saturado (brine). A fase organica foi seca com
sulfato de sodio anidro, e em seguida, filtrada a vacuo. Apods evaporacdo do solvente
organico, o produto foi purificado por cromatografia de coluna de bancada de 17 cm de
altura e 3 cm de didmetro, em método isocratico de fase movel (7:3) acetato de etila:
hexano, levando a formagdo de um produto solido de cor bege com 16% de rendimento.

O rendimento global foi de 14%.

3.5.2 Sintese dos compostos da série B

3.5.2.1 Sintese do composto intermediario (16a)

O acoplamento do cloreto de palmitoila (15a) obtido comercialmente com o
reagente acido 4-(aminometil)benzdico (14), em meio reacional contendo como
solvente diclorometano anidro e trieltilamina. A reagdo foi conduzida sob atmosfera de

nitrogénio levando a formagao do composto (16a) (Figura 12).

Figura 12 - Sintese do intermediario (16a).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Em um baldo de 25 mL resfriado em banho de gelo e contendo 2 mL de
diclorometano anidro foram adicionados 1 eq. mol™! de 4cido 4-(aminometil) benzoico
(14) (0,3 mmol, 82,4 mg) 2 eq. mol! de trietilamina e 92 pL cloreto de palmitoila (83
mg; 0,3 mmol) (15a). A reagcdo foi mantida sob agitacdo, em temperatura ambiente,
overnight (8h) em atmosfera inerte de N>. O acompanhamento da reacao foi feito por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando elui¢do (6:4) hexano: acetato de
etila como fase movel. As CCDs foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e
reveladas com ninidrina. Ap6s, o meio reacional foi diluido em 60 mL de acetato de
etila para extracao liquido/liquido. A fase organica foi lavada duas vezes com 40 mL de
solucdo saturada de cloreto de amoénio (NH4Cl), uso de 30 mL de brine ¢ seca com
sulfato de sddio anidro. Em seguida, foi filtrada (REN et al., 2017). Apos evaporagdo do
solvente organico, o produto foi purificado por cromatografia com uso de Biotage®
Isolera™, utilizando a coluna BIOTAGE® SNAP ULTRA 10g (HP-Sphere 25 uM), em
método gradiente, com as fases moveis (6:4) hexano: acetato de etila (3 CV), (5:5)
hexano: acetato de etila (5 CV) e (6:4) acetato de etila: hexano (8 CV), fluxo de
SmL/min., inicio do limiar UV (UV start threshold) 2 mAU. O produto foi obtido como

solido branco, com 11% de rendimento.

3.5.2.2 Sintese dos compostos intermediarios (15b) e (16b)

Explorando o acoplamento por meio de reagdes one pot, foi utilizado como
reagentes o acido graxo linoleico (b), que foi convertido ao respectivo cloreto de acila
(15b) (etapa I) (Figura 13). O acoplamento de (15b) com o reagente acido 4-
(aminometil) benzoico (14), foi conduzido em meio reacional contendo como solvente
diclorometano anidro e trietilamina. A reagao foi realizada sob atmosfera de nitrogénio

levando a formagdo do composto (16b) (Figura 13).
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Figura 13 - Sintese do intermediario (16b).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Para etapa I, em um baldo de 25 mL conectado a um condensado de refluxo
foram adicionados 227 pL de acido linoleico (200 mg; 0,71 mmol) (¢), 2 mL de
diclorometano anidro, 3 gotas de DMF anidro e 2 eq. mol™!' de cloreto de tionila (15). A
reacdo foi mantida sob agitacdo, em refluxo a 70°C por 2h, em sistema fechado com
silica gel como agente dessecante para evitar umidade (PATRA et al., 2016). Apods
(etapa II), foi adicionado ao meio gota a gota em banho de gelo uma mistura contendo 1
eq. mol! 4cido 4-(aminometil) benzdico (14) (0,71 mmol, 100 mg), 2mL de
diclorometano anidro e 2 eq. mol™! de trietilamina. A reagio foi mantida sob agitacio,
em temperatura ambiente, overnight (8h), em atmosfera inerte de N2> (REN et al., 2017).
O acompanhamento da reagdo foi feito por cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando elui¢ao (5:5) hexano: acetato de etila como fase movel. As CCDs foram
observadas sob luz ultravioleta (254nm) e reveladas com ninidrina. Apos, o meio
reacional foi diluido em 30 mL de solu¢do saturada de cloreto de amonio (NH4Cl), para
extracdo liquido/liquido. A fase aquosa foi lavada trés vezes com 10 mL de acetato de
etila, uso de brine e seca com sulfato de sddio anidro. Em seguida, foi filtrada. Apods
evaporacao do solvente organico, o produto foi purificado por cromatografia com uso
de Biotage® Isolera™, utilizando a coluna BIOTAGE® SNAP ULTRA 10g (HP-

Sphere 25 uM), em método isocratico, com a fases movel (6:4) hexano: acetato de etila,
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fluxo de SmL/min., inicio do limiar UV (UV start threshold) 20 mAU. O produto foi

obtido como sélido amarelo claro, com 23% de rendimento.

3.5.2.3 Sintese dos compostos intermediarios (15c¢) e (16¢)

Explorando o acoplamento por meio de reagdes one pot, foi utilizado como
reagentes os acido graxo linolénico (c), que foi convertido ao respectivo cloreto de acila
(15¢) (etapa I) (Figura 14). O acoplamento de (15¢) com o reagente acido 4-
(aminometil) benzoico (14), foi conduzido em meio reacional contendo como solvente
tetraidrofurano anidro e trietilamina. A reagdo foi realizada sob atmosfera de nitrogénio

levando a formag¢do do composto (16¢) (Figura 14).

Figura 14 - Sintese do intermediario (16c).

Etapa I: |C|)
o) PN o
4>Cl a3 ) )L&a/
HO 0 Cl n
a)
© (15¢)

a) THF anidro, DMF anidro, refluxo, 70°C, sistema fechado com agente dessecante, 2h.

Etapa II:
P [e]

Os_ _OH )J\(\ﬁ/
cl S o
(15¢) N )J\Mf
—_— H
b) HO.
o

NH3

acido (16¢)
4-aminometil
benzdico
(14) (n = 16:3 (4c. linolénico - 18 carbonos) - ¢

b) THF anidro, ET;N anidra, t.a., overnight., atmosfera N,.

Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Para etapa I, em um baldo de 25 mL conectado a um condensado de refluxo
foram adicionados 217 pL de acido linolénico (200 mg; 0,71 mmol) (c), 3 mL de THF
anidro, 3 gotas de DMF anidro e 2 eq. mol!' de cloreto de tionila (15). A reagdo foi
mantida sob agitacdo, em refluxo a 70°C por 2h, em sistema fechado com silica gel
como agente dessecante para evitar umidade (PATRA et al., 2016). Apos (etapa II) foi
adicionado ao meio gota a gota em banho de gelo uma mistura contendo 1 eq. mol™!
acido 4-(aminometil) benzoico (14) (0,71 mmol, 108,5 mg), 2mL de THF anidro e 8§

eq. mol! de trietilamina. A reacdo foi mantida sob agitagdo, em temperatura ambiente,
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overnight (8h), em atmosfera inerte de N> (REN et al., 2017). O acompanhamento da
reacdo foi feito por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando elui¢do (5:5)
hexano: acetato de etila como fase modvel. As CCDs foram observadas sob luz
ultravioleta (254nm) e reveladas com ninidrina. Ao término da reacdo o meio reacional
foi diluido em 20 mL de acetato de etila para extracao liquido/liquido. A fase organica
foi lavada duas vezes com 60 mL de dgua destilada e HCI 37% para ajustar para pH
acido (pH 4-6), uso de 30 mL de solugdo saturada de cloreto de sédio (brine) e seca com
sulfato de s6dio anidro. Em seguida, foi filtrada a vacuo. Apds evaporagdo do solvente
organico, o produto foi purificado por cromatografia com uso de Biotage® Isolera™,
utilizando a coluna BIOTAGE® SNAP ULTRA 10g (HP-Sphere 25 uM), em método
isocratico, com as fases moéveis (5:5) hexano: acetato de etila, inicio do limiar UV (UV
start threshold) 20 mAU, fluxo de SmL/min., O produto foi obtido como soélido branco

com 4% de rendimento.

3.5.2.4 Sintese do composto intermediario (17b)

O acoplamento do intermediario (17b), derivado do acido linoleico (b), com a
arilamina (12), foi realizado com uso de agente acoplante HATU em meio contendo
dimetilformamida como solvente ¢ DIPEA como base. A reacdo foi conduzida sob

atmosfera de nitrogénio (Figura 15).

Figura 15 - Sintese do intermediario (17b).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento
Em um baldo de 10 mL foram adicionados 92 mg (0,40 mmol) de intermedidrio
(16b), 1 eq. mol™! de HATU (155,2 mg), 1 eq. mol™! de DIPEA (70 uL) e 3 mL de DMF

anidro. A reacdo foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por 30 minutos, em
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atmosfera inerte de N2. Em seguida, adicionou-se 1 eq. mol™! de tert-butil (2-amino-5-
fluorofenil)carbamato (12) (169 mg). A reagdo foi mantida sob agitacdo por 48h em
atmosfera inerte de N>. O acompanhamento da reacdo foi feito por cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando elui¢do (5:5) hexano: acetato de etila como fase
movel. As CCDs foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e reveladas com
ninidrina. Ao término da reagdo. Apods, o meio reacional foi diluido em 60 mL de
acetato de etila para extracdo liquido/liquido. A fase orgéanica foi lavada duas vezes com
60 mL de 4gua destilada e com uso de solugao de cloreto de sodio saturado (brine). A
fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, e em seguida, filtrada. Apos
evaporagao do solvente organico, o produto foi purificado por cromatografia de coluna,
em método isocratico de fase mével (6:4) hexano: acetato de etila, altura de 15cm com
diametro de 2,8 cm. O produto foi obtido como s6lido marrom escuro com 42% de

rendimento.

3.5.2.5 Sintese do composto intermediario (24) -  4-(((tert-
butoxicarbonil)amino)metil) Acido benzoico

Para prote¢do da amina primaria do reagente (14) ocorreu o tratamento usando
di-carbonato de di-terc-butila (BOC-anidrido), o que permitiu a obten¢do do

intermediario (24). A Figura 16 representa o método de obtengdo do composto (24).

Figura 16 - Sintese do intermediario (24).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Em um baldo de 10 mL adicionou-se 400 mg acido 4-(aminometil) benzdico
(14) (2,64 mmol) em uma solucdo contendo THF e 4gua destilada (1:1) e 3 eq. mol™! de
bicarbonato de sodio (667 mg, 7,93 mmol) solubilizado em agua destilada (500-1000

uL), em temperatura ambiente e atmosfera inerte N> por 30 minutos. Apds, foi
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adicionado no mesmo sistema reacional 2 eq. mol™! de BOC-anidrido (5,29 mmol, 1,15
g, 1,2 mL), por 15h (overnight). O acompanhamento da reagdo foi realizado por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando eluicdo (7:3) acetato de etila:
hexano como fase movel e visualizado sob luz ultravioleta (254 nm). Em seguida,
adicionou-se HCI 1M ao meio reacional até que alcangasse pH 3 e ocorresse a separagao
de fases. A fase aquosa acida foi lavava trés vezes com 30 mL de acetato de etila. Apos,
a fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e filtrada (GAWEL et al., 2020).
Apos evaporacdo do solvente organico, o produto foi purificado por cromatografia de
coluna com altura de 15 cm e didmetro de 9,4 cm, com uso de fase movel (7:3) acetato
de etila: hexano. O produto foi obtido como s6lido branco com rendimento de 50%.

3.5.2.6 Sintese do composto intermediario (25)

O acoplamento do intermediario (24), com a arilamina (12), foi realizado com
uso de agente acoplante HATU em meio contendo dimetilformamida como solvente e

DIPEA como base. A reacao foi conduzida sob atmosfera de nitrogénio (Figura 17).

Figura 17 - Sintese do composto intermediario (25).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 29,2 mg (0,11 mmol) de
intermediario (24), 1 eq. mol™! de HATU (44,3 mg), 1 eq. mol! de DIPEA (20,2 pL) e 3
mL de DMF anidro. A reacdo foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por 30
minutos, em atmosfera inerte de N2. Em seguida, adicionou-se 1 eq. mol™! de tert-butil
(2-amino-5-fluorofenil)carbamato (12) (48,2 mg) e 1 mL de DMF. A reagao foi mantida
sob agitacdo por 48h em atmosfera inerte de No. O acompanhamento da reagdo foi feito

por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando eluig@o (5:5) hexano: acetato
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de etila como fase movel. As CCDs foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e
reveladas com ninidrina. Ao término da reagdo. Apos, o meio reacional foi diluido em
30 mL de acetato de etila para extragdo liquido/liquido. A fase orgénica foi lavada duas
vezes com 30 mL de dgua destilada e com uso de solugdo de cloreto de sddio saturado
(brine). A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, e em seguida, filtrada.
Apds evaporacdo do solvente orgéanico, o produto foi purificado por cromatografia de
coluna, em método isocratico de fase movel (7:3) hexano: acetato de etila, altura de
15cm com diametro de 2,5 cm. O produto foi obtido como semi-sélido marrom escuro

com 61% de rendimento.

3.5.2.7 Sintese do composto intermediario (26)

O acoplamento do intermediario (24), com o reagente o-fenilenodiamina (9), foi
realizado com uso de agente acoplante HATU em meio contendo dimetilformamida
como solvente e DIPEA como base. A reagdo foi conduzida sob atmosfera de nitrogénio

(Figura 18).

Figura 18 - Sintese do intermediario (26).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 200 mg (0,79 mmol) de intermediario
(24), 1 eq. mol! de HATU (300 mg), 1 eq. mol! de DIPEA (138,6 uL) e 3 mL de DMF
anidro. A reagdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 30 minutos, em
atmosfera inerte de N>. Em seguida, adicionou-se 1,4 eq. mol! de o-fenilenodiamina (9)
(120 mg; 0,79 mmol) e 1 mL de DMF. A reagdo foi mantida sob agitagdo por 24h em
atmosfera inerte de N> (GRIGG; INMAN; PACKHAM, 2013). O acompanhamento da

reacdo foi feito por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando eluicao (5:5)



43

hexano: acetato de etila como fase movel. As CCDs foram observadas sob luz
ultravioleta (254nm) e reveladas com ninidrina. Ao término da reacdao, o meio reacional
foi diluido em 30 mL de acetato de etila para extragdo liquido/liquido. A fase orgéanica
foi lavada duas vezes com 30 mL de 4gua destilada e com uso de solugao de cloreto de
sodio saturado (brine). A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, e em
seguida, filtrada. Apds evaporacdo do solvente organico, o produto foi purificado por
cromatografia de coluna, em método isocratico de fase movel (7:3) acetato de etila:
hexano, altura de 20 cm com didmetro de 5 cm. O produto foi obtido como so6lido

amarelo claro com 88% de rendimento.

3.5.2.8 Sintese do composto final (4b)

O acoplamento do reagente o-fenilenodiamina (9), com o intermediario (16b),
derivado do acido linoleico (b), foi realizada com uso de agente acoplante HATU em
meio contendo dimetilformamida como solvente ¢ DIPEA como base. A reagdo foi

conduzida sob atmosfera de nitrogénio levando a formacao do composto 4b (Figura 19).

Figura 19 - Sintese do composto final (4b).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 92, 2 mg (0,40 mmol) de
intermediario (16b), 1 eq. mol! de HATU (154,7 mg), 1 eq. mol"! de DIPEA (71 pL) e
3 mL de DMF anidro. A reagdo foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por
30 minutos, em atmosfera inerte de N2>. Em seguida, adicionou-se 1,4 eq. mol! de o-
fenilenodiamina (9), (0, 56 mmol; 61, 6 mg). A reacao foi mantida sob agitacao por 48h

em atmosfera inerte de N> (GRIGG; INMAN; PACKHAM, 2013). O acompanhamento
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da reagdo foi feito por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando elui¢cdo
(5:5) hexano: acetato de etila como fase movel. As CCDs foram observadas sob luz
ultravioleta (254nm) e reveladas com ninidrina. Ao término da reacdo o meio reacional
foi diluido em 30 mL de acetato de etila para extragao liquido/liquido. A fase organica
foi lavada trés vezes com 30 mL de 4gua destilada e com uso de solucdo de cloreto de
sodio saturado (brine). A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, e em
seguida, filtrada. Apds evaporacdo do solvente organico, o produto foi purificado por
cromatografia de coluna, em método isocratico de fase movel (9:1) acetato de etila:
hexano, com altura de 20 cm e diametro de 5 cm. O produto foi obtido como so6lido

laranja claro com 27% de rendimento. O rendimento global foi de 6%.

3.5.2.9 Sintese do composto final (3b)
A remocgdo do grupo protetor BOC usando 4cido trifluoracético (TFA) levou a

obtencdo do composto final (3a) (Figura 20).

Figura 20 - Sintese do composto final (3b).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 66,6 mg (0,10 mmol) do
intermediario (17b) e 4cido trifluoroacético (TFA), 226 eq. mol!. A reacdo foi mantida
sob agitacdo em temperatura ambiente por 3h. O acompanhamento da reagdo foi feito
por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando eluigdo (5:5) acetato de etila:
hexano como fase movel. As CCDs foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e
reveladas com ninidrina (LOPES, 2020). Ao término da reagdo. Apos, o meio reacional
foi diluido em 30 mL de acetato de etila para extragdo liquido/liquido. A fase organica

foi lavada trés vezes com 30 mL de solugdo saturada de bicarbonato de sédio para
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neutralizar o excesso de acido. A fase organica foi seca com sulfato de s6dio anidro, e
em seguida, filtrada. Apds evaporacdo do solvente organico, o produto foi purificado
por cromatografia em camada delgada preparativa, em método isocratico de fase movel
(7:3) acetato de etila: hexano. O produto foi obtido como sélido amarelo claro, com

32% de rendimento. O rendimento global foi de 2%.

3.5.2.10 Sintese do composto final (19)
A remogao do grupo protetor BOC usando acido trifluoracético (TFA) levou a

obtencdo do composto final (19) (Figura 21).

Figura 21 - Sintese do composto final (19).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Em um baldo de 5 mL foram adicionados 22 mg (0,049 mmol) do intermediério
(25) e 4cido trifluoroacético (TFA), 226 eq. mol™'. A reacio foi mantida sob agitagiio em
temperatura ambiente por 3h. O acompanhamento da reacdo foi feito por cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando elui¢do (7:3) hexano: acetato de etila como fase
moével. As CCDs foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e reveladas com
ninidrina (LOPES, 2020). Apos, o meio reacional foi diluido em 30 mL de acetato de
etila para extracao liquido/liquido. A fase organica foi lavada duas vezes com 30 mL de
solugdo saturada de bicarbonato de sédio para neutralizar o excesso de acido. A fase
organica foi seca com sulfato de soédio anidro, e em seguida, filtrada. O produto foi
obtido como semi-s6lido marrom escuro, com 60% de rendimento. O rendimento global

foi de 10%.

3.5.2.11 Sintese do composto final (23)
A remocgdo do grupo protetor BOC usando 4cido trifluoracético (TFA) levou a

obtenc¢do do composto final (23) (Figura 22).
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Figura 22 - Sintese do composto (23).
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Fonte: autoria propria, 2023.

Procedimento

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 100 mg (0,29 mmol) do
intermediario (26) e 1 mL de diclorometano em banho de gelo. Em seguida adicionou-
se acido trifluoroacético (TFA), 22,2 eq. mol™! mantendo-se em banho de gelo por 15
minutos. A reacao foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente por 2h (GRIGG;
INMAN; PACKHAM, 2013). O acompanhamento da reagao foi feito por cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando elui¢do (7:3) acetato de etila: hexano como fase
moével. As CCDs foram observadas sob luz ultravioleta (254nm) e reveladas com
ninidrina. Ap6s, o meio reacional foi diluido em 30 mL de diclorometano para extracao
liquido/liquido. A fase organica foi lavada duas vezes com 30 mL de solugdo saturada
de bicarbonato de sodio para neutralizar o excesso de acido. A fase organica foi seca
com sulfato de sédio anidro, e em seguida, filtrada. O produto foi obtido como s6lido

amarelo claro, com 33% de rendimento. O rendimento global foi de 15%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Modelagem molecular

O processo de ancoragem molecular “docking” envolve a predi¢ao da
conformacgdo e orientacdo do ligante (ou posicionamento) dentro de um determinado
sitio de ligacdo. Neste ambito, a funcdo docking score ¢ fundamental, auxiliando o
software de docking a explorar eficientemente a distancia de ligagdo de um ligante.
Ademais, pode estimar por fungdes de ranqueamento e as forgas envolvidas na
interagdo ligante-alvo (CHENG et al., 2012; GARCIA-ORTEGON et al., 2022;
KITCHEN et al., 2004).

Os compostos planejados, com as respectivas modificagdes, podem ser vistos

na Figura 23.

Figura 23 - Substitui¢des moleculares para ancoragem molecular.
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Fonte: autoria propria, 2023.

Um inibidor de HDAC-3 contém trés subunidades farmacoforicas: 1) grupos de
ligacdo ao zinco (zinc binding group - ZBG), que estd localizado no sitio de ligacdo das
HDAC classe 1, onde os mais fortes sdo o acido hidroxamico e as benzamidas ou o-
aminoanilidas; (2) espacadores (l/inkers) ligados ao ZBG e que estdo atrelados a uma
cavidade hidrofébica que mimetiza a cadeia lateral da lisina; (3) e um grupo de
reconhecimento de superficie hidrofoébico, chamado cap, que interage com o sitio de
ligacdo da superficie externa da enzima. Conforme pode-se observar na Figura 23, neste
trabalho explorou-se o grupo benzamida como ZBG, um grupo aril como linker e
diferentes grupos caps visando a atividade inibitéria da HDAC-3 (SARKAR et al.,
2020).
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Os dockings scores variaram entre -6 a -9 Kcal/mol, como pode ser visto na
Tabela 1. Entre os compostos mais promissores nos estudos de ancoragem podemos
destacar o composto (22) (DS: -9,566 Kcal/mol), e o composto (20) (DS: -9,208
Kcal/mol). Os compostos (22) e (20) apresentaram-se com valores aparentemente mais
promissores que os compostos padroes CI-994 (DS: -9,013 Kcal/mol), e BRD 3308
(DS: -8,850 Kcal/mol) (Tabela 1).

Dados da literatura sugerem que a substituicdo do hidrogénio pelo fluor em
posi¢do para do grupamento benzamida do composto CI-994, promove maior
seletividade para a HDAC-3. Routholla et al., 2021, realizaram a ancoragem molecular
com a molécula CI-994 e derivados, utilizando o software Maestro em precisdo extra
(XP — extra precision), onde o CI-994 mostrou um glide score de -5,977 Kcal/mol. Nos
estudos de inibi¢do enzimatica contra HDAC-3 foi encontrado valor de ICso = 0.902 uM
usando células HeLa (ROUTHOLLA et al., 2021). Assim, todos compostos testados
com glide scores (docking scores) em SP, apesar de ndo comparaveis a precisdo XP,
mostraram valores mais negativos que o CI-994 da literatura, mostrando encaixe
favoravel no sitio ativo da enzima e probabilidade de inibicao da enzima.

Ao contrario da HDAC-1 e 2, a HDAC-3 nao possui uma cavidade interna de 14
A e possui uma tirosina 107 no lugar da serina 118 neste dominio de ligacdo catalitica.
Esta tirosina causa impedimento estérico ao bolsdo de 14 A, e induz o rotdmero de Leu
133 de HDAC-3 a ser 0,73 A deslocado em relagdio a posi¢do semelhante de Leu 144 na
HDAC-2. Assim, limita os graus de liberdade rotacionais da cadeia lateral de isobutil de
Leul33, permitindo o desenho de inibidores seletivos a isoforma HDAC-3. Dessa
maneira, a HDAC-3 suporta grupos menos volumosos (de menor raio atdmico), como
substituintes em C-4 (em para) no anel orto-aminoanilida do CI-994, como hidrogénio
e fluor (raio atdomico 20% maior que H), devido a um efeito estérico. O fluor ¢
estericamente menos volumoso e ndo altera a Leu 133, ja grupos mais volumosos como
a metila sdo estericamente mais exigentes, € provocam o movimento em Leu 133 da
HDAC-3, diminuindo a atividade inibitoria.

Ademais, o fluor, atuando como eletroatrator, alterou eletronicamente a posi¢ao
levando a menor densidade eletronica (pKa BRD 3308: 2,33) em C-4 quando
comparado ao hidrogénio (pKa CI-994: 3,33). Este dtomo atua protegendo o sitio
vulneravel a metabolizacdo e aumento do tempo de residéncia na HDAC-3 (T Y2: 79
min.) como observado por Wagner e colaboradores (2016) (WAGNER et al., 2016).

Portanto, nos compostos (18), (19), (20), (21), verificou-se que a ocupacao da regido
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para da benzamida no sitio ativo da HDAC-3, com um grupamento fluor, pode trazer

efeitos benéficos a serem explorados no planejamento dos novos inibidores (Figuras 24

e 25).

Tabela 1 - Docking scores dos compostos planejados para sintese ¢ de seus compostos referéncia, CI-994
e BRD 3308.

COMPOSTO DOCKING
SCORE
HDAC-3
(KCAL/MOL)
4-AMINO-N-(2-AMINOFENIL) BENZAMIDA - (22) -9,566
NH, .
8
0

N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL)-4-(HIDROXIMETIL) -9,208

BENZAMIDA - (20)

NH, \”Q/\OH
H
N
O
F

4-ACETAMIDO-N-(2-AMINOFENIL) BENZAMIDA - -9,013
CI1-994

.
N
NHa Y
H
N o
o

4-ACETAMIDO-N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL) -8,850
BENZAMIDA —
BRD 3308

u
N
NH, \H/
H
N 0
0
F

4-AMINO-N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL) -8,369
BENZAMIDA - (18)

NH»
:NE‘Q ~ \’(©/
H
N
©
F




50

N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL)-4-(2- -8,363
HIDROXIACETAMIDO) BENZAMIDA - (21)

N=» ) Y\CP
| =
i N O

4-(AMINOMETIL)-N-(2-AMINOFENIL) BENZAMIDA - -7,611
(23)
NH \N/Q/\M-
©/ |
N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL)-4-(AMINOMETIL) -6,954

BENZAMIDA - (19)

N NH
H
N
F

Fonte: autoria propria, 2023.

A Tabela 2 mostra as principais interagcdes especificas dos compostos com o0s

residuos de aminoacidos do sitio ativo, incluindo o zinco do sitio catalitico.

Tabela 2 - Observacdo de presenga da coordenacgdo com zinco e as interagdes especificas dos residuos
aminoacidos da HDAC-3 com os compostos planejados ¢ seus compostos referéncia, CI-994 ¢ BRD

3308.
Compostos seletivos Compostos nao- BRD- CI-99%4
(derivados BRD seletivos 33008
3308) (derivados CI-994)
as a9 o en (22 (23)

Quelac¢iao com Zinco X X X X X X X X

Cavidade Histidina X X X X X X X X
interna 134

HDAC-3 Histidina X

135

Glicina 143 X X X X X X X X

Asparagina X X X X X X X

170
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Tunel Fenilalanina X X X X X
hidrofébico 144
HDAC-3  Fenilalanina X
200
Histidina X X
172
Cavidade  Asparagina X X X X X X
externa 93
HDAC-3

X = Presenca de interagdo; Espagos em branco = ausé€ncia de interacdo especifica.
Fonte: autoria propria, 2023.

Na tabela 2, pode-se observar que as interagdes especificas comuns entre todos
os compostos sao ligagdes hidrogénio do grupo amino e amida do nucleo benzamida
com os aminoacidos Histina 134 e Glicina 143, respectivamente, localizados na
cavidade interna da enzima, o que estd de acordo com trabalhos previamente descritos
(ADHIKARI; JHA; GHOSH, 2021). A maior parte das moléculas (18-19), (21-23) e
CI-994, mostrou interagcdo © — 1 stacking pelo seu linker fenil com o tunel hidrofobico
da enzima, este /inker aril contribui com maior hidrofobicidade e interagdo com
HDAC-3 (SARKAR et al., 2020). Os compostos que possuem grupo amina como cap, €
que sdo maioria (18-19), (22-23), mostraram interagdes do tipo ligagdo hidrogénio com
Asparagina 93 na cavidade externa. Assim, verificou-se que as estruturas: nucleo
amino-benzamida, /inker fenil e grupo amina como cap, corroboram para um encaixe
favoravel com a enzima.

Todos os compostos estavam coordenados com ion Zn*" (Tabela 2; Figuras 24 ¢
25), estando envolvidos com essa interagao o nitrogénio da amina aromatica e oxigénio
da carbonila da amida do nucleo benzamida, na cavidade interna da HDAC-3. Este tipo
de interacdo esta de acordo com aquela descrita por Sarkar e colaboradores (SARKAR
et al., 2020).

Os derivados nao-seletivos contra HDAC-3 de CI-994 (22) e (23) (Tabela 2;
Figura 25), mostram em comum as interacdes do tipo ligacdo hidrogénio, com os
aminoacidos Histidina 134, Glicina 143 e Asparagina 170 na cavidade interna da
enzima e o arranjo empilhado com intera¢des m - m (m — ® stacking) entre o anel
aromatico de Fenilalanina 144 e o anel aromatico do /inker dos compostos (22) e (23).

Essas interagdes sdo as mesmas encontradas para o composto CI-994. A tnica diferenca
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observada entre (22) e (23) e o CI-994 ¢ que os compostos apresentam uma ligagao de
ligagdo hidrogénio com Asparagina 93 na cavidade externa da enzima pelo cap amina
terminal, situacdo ndo encontrada para o CI-994.

Os derivados (18 - 21) (Tabela 2; Figura 24) mostraram em comum com BRD-
3308 as interagdes de hidrogénio envolvendo a Histidina 134 e Glicina 143 com os
grupos amino e amida da subunidade 2-amino-benzamida. O composto (19) apresentou
interacdo m — m stacking entre o anel aromatico da benzamida com Histidina 135. No
tunel hidrofébico da HDAC-3, os compostos (18), (19), (21), mostraram a interagdo m —
T stacking entre o anel aromatico de Fenilalanina 144 e o anel aromatico linker das
moléculas, ao contrario do composto referéncia BRD-3308 e seu derivado (20), que ndo
mostraram essa interacdo. O composto (21) teve seu /linker fenil, interagindo também
com Fenilalanina 200 e Histina 172 do tanel. Na cavidade externa da enzima, o cap
contendo as aminas dos compostos (18) e (19) e hidroxila do composto (20) fizeram
interagdes de hidrogénio com Asparagina 93, estando de acordo com o composto
referéncia BRD-3308. Como diferencial, o composto (21) mostrou uma ligacdo
hidrogénio com Histidina 172.

Para conjugacdo com os lipideos (&cido palmitico, linoleico e linolénico)
teriamos compostos contendo a funcdo a éster (20-21) ou amida (18, 19, 22 e 23). A
principal diferenca entre essas duas ligagdes diz respeito a estabilidade da fun¢do amida
comparada aos ésteres, sendo este um fator importante para a escolha dos compostos
(18, 19, 22 e 23) para as proximas etapas do estudo (DERUITER, 2005a, 2005b;
GUPTA et al., 2009; IRBY; DU; LI, 2017). A fun¢do amina desses compostos, como
previamente comentado, mostram interagdes mais favoraveis o que reflete nos melhores
valores de docking score. Vale mencionar, que apesar de serem pro-farmacos também
realizamos o ancoramento molecular com os compostos conjugados aos lipideos. Foi
encontrado comportamento similar em termos das principais interagdes encontradas
nesses conjugados comparados aos compostos (18-23) aqui descritos. Em todos eles o

lipideo presente no cap esteve exposto (Apéndice B, Tabelas 27 e 28, Figuras 61 e 62).
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Figura 24 - Ancoragem molecular dos compostos com amina como grupo cap (18), (19) derivados de
BRD3308. a) Mostra ancoragem molecular em 3D, onde é possivel ver a interagdo com Zn’*' ¢ a
distancia em angstrom (A), em relagdo ao nitrogénio do grupo amina livre (doagéo de H) e oxigénio da
carbonila da amida (quelag@o) no nucleo benzamida. b) Mostra a ancoragem molecular em 2D, com as
interagdes especificas entre ligante e aminoacido, cuja cadeia ¢ representada como uma linha preta
conectando os residuos. Os residuos que estdo presentes, mas ndo t€ém uma linha tragada para uma
interacdo, estio envolvidos em interacdes hidrofobicas inespecificas com o ligante (SCHRODINGER,

Composto (19)

e\ . \ ' TYR

Phe 144 |

—— CYS ay
145 295

N =
- -
NH, Ich
132
3 )
J LEU
1 133
20 135~ s =
134
HIE
2 \‘\ ve
ASP
170
ASP
93
~ PHE
200
/ TYR
HN 298 A
£25°
oy o
296
N
GLY
CYs 295
145
~ PHE
144
LEU
266
520 \ ¢
1'1313 — Iy
133
..~\~ GLY &
132 ARG
HIE 28
172 b 4 stlgl
ASP
170
) Charged (negative) _ Polar Distance — Salt bridge
») Charged (positive) ) Unspecified residue »  H-bond Solvent exposure
Glycine W ater — Metal coordination
Hydrophobic Hydration site ®-® Pi-Pistacking
Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Fonte: autoria propria, 2023.
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Figura 25 - Ancoragem molecular dos compostos com amina como grupo cap (22), (23), derivados de CI-994.
a) Mostra ancoragem molecular em 3D, onde ¢ possivel ver a interagdo com Zn2+ e a distdncia em angstrom
(A), em relagdo ao nitrogénio do grupo amina livre (doacio de H) e oxigénio da carbonila da amida (quelagdo)
no nucleo benzamida. b) Mostra a ancoragem molecular em 2D, com as interacdes especificas entre ligante e
aminodcido, cuja cadeia é representada como uma linha preta conectando os residuos. Os residuos que estdo
presentes, mas ndo tém uma linha tragada para uma interacdo, estdo envolvidos em interagdes hidrofobicas
inespecificas com o ligante (SCHRODINGER, 2018e).

Composto (22)

259 TYR

AN
255

MET
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3 \ \ Gy

\ \ N 296
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Gly 143 26 2 28 205
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I ’ €0 aN
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HN y . H]S

" I\ [/

RE e &Y HIE
\ Sl 143 135
L ors 4 \
. 145 \ 1
His 172 \ AP

Asp 170

o) Charged (neqgative) _ Polar Distance — Salt bridge

) Charged (positive) ) Unspecified residue »  H-bond Solvent exposure
Glycine W ater — Metal coordination
Hydrophaobic Hydration site oo Pi-Pistacking
Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Fonte: autoria propria, 2023.
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4.2 Sintese e caracterizacao dos compostos da série A

4.2.1 Sintese e caracterizacdo dos intermediarios (8a), (8b), (8¢)

Os intermediarios amida (8a-8c) foram obtidos pelo mesmo método sintético
explorando reacdes de acoplamento em que o agente acoplante HATU e o HOAt foram
usados em associacdo. As reagdes de acoplamento envolvem condigdes mais brandas
para formacdo de ésteres e amidas, e sao uteis em compostos polifuncionalizados que
tenham grupamentos sensiveis/labeis a meios muito acidos, gerado no meio quando se
utiliza agentes clorantes, por exemplo. Na presenca de agentes acoplantes, a primeira
etapa das reagdes de acoplamento envolve a ativagdo do grupo acido carboxilico com o
grupo ativante na presenca de base (ex. diisopropiletilamina - DIPEA). A base
selecionada nao deve ser nucleofilica, e ter forga suficiente para desprotonar o acido
carboxilico inicial.

O mecanismo para formacao de ésteres ou amidas usando HATU ¢ mostrada na
Figura 17. Comparada somente ao uso com HOBt, o uso do HATU como agente
acoplante permite maiores taxas de acoplamento. Acredita-se que isto se deva ao atomo
de nitrogénio da piridina ser responsavel por estabilizar a amina que serd acoplada por
meio de uma catalise bésica interna imposta por um estado de transic¢ao ciclica formado
por um ané¢l de 7 membros; ou que se deva ao nitrogénio da piridina, com suas
propriedades de retirar elétrons, poder ser um melhor grupo abandonador e assim
potencializar a reatividade para o ester O-acil (Figura 26) (BACHEM AG, 2019;
CARPINO et al., 2000; EL-FAHAM; ALBERICIO, 2011; HAN; KIM, 2004).

Nas reacdes realizadas planejou-se acoplar o acido 4-amino benzoico (7)
(PABA), com os acidos graxos dietarios (a, b, ¢), contendo a fung¢do acido carboxilico.
Nesse caso, ocorre um ataque nucleofilico de um grupo carboxilato (anion de um acido
carboxilico), ao carbono com amina protonada do urdénio do HATU, retirando HOAt
(principal sal de urdnio), e formando o cation O-acilisoureia. O anion hidroxila de
HOAt ataca a carboxila do cation O-acilisoureia, retirando ureia ¢ formando O-acil-1-
hidroxi-7-azabenzotriazol, um ester ativo do HOAt. Por fim, a amina nucleofilica ataca
o carbono da carbonila do ester ativo OAt, retirando HOAt e resultando no grupo amida

(Figura 26) (HOPPER, 2007).
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Fonte: CARPINO et al., 2000; HAN; KIM, 2004; HOPPER, 2007.

Os rendimentos obtidos nas reagdes de acoplamento para formacdo de 8a-c
foram de 15 a 88% (Tabela 5). No acoplamento com o acido palmitico, que ndo possui
insaturagdo, observamos maiores rendimentos. Para os derivados 8b e 8¢ foram obtidos
rendimentos de 15% e 16%, respectivamente.

A caracterizagao estrutural dos intermedidrios 8a-c foi realizada por
espectrofotometria na regido do infravermelho (IV) e de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H e '3C. A Tabela 3 mostra as caracteristicas fisico-quimicas de
cada composto e os valores de estiramentos axiais e deformacdes angulares no IV. Ja a
Tabela 4 mostra os deslocamentos quimicos e as constantes dos intermediarios por

RMN de 'He 3C.
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Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢do no infravermelho dos intermediarios

(8a), (8b), (8¢c).

11
16

(@)
15
>‘\12)J\ 7
130710 TNH

14

1 8
& 2 NO,
5

oF 2

3

n = 14 (ac. palmitico —
16 carbonos)

16 ha
(@]
15
>‘\12).L 2
14 130710 TNH
8
6 1. 2 __NH;

5

o F a

3

n = 16:2 (ac. linoleico —
18 carbonos)

n = 16:3 (ac. linolénico —
18 carbonos)

(8a) (8b) (8¢
Caracteristicas fisico-quimicas
Rendimento 88% 15% 16%
Faixa de fusao 223 -226 °C 165 -170 °C 115-120°C
Aspecto Sélido branco Sélido branco Sélido amarelo claro

Valores de absorc¢ao no infravermelho

Grupo funcional

Niumero de onda (cm') Numero de onda (cm™)

Numero de onda (cm™)

v N-H amina aromitica 333 1,07 33 15,63 33 15,63
8 N-H amina aromitica 1591,27 1521,84 1521,84
v C=0 amida 1666,50 1666,50 1666,50
v C=C aromiticos 1606,70 1608,63 1608,63
v C-N amina aromatica 1300,02 1321,24-1301,95 1321,24-1301,95
v C=0 ic. carboxilico 1666,50 1697,36-1666,50 1699,29-1666,50
v O-H ic. carboxilico 2922, 16 2926,01 2929,87
5 -(CH2)N-n>7 719,45 725,23 725,23

v = estiramento; & = deformacdo angular.
Fonte: autoria propria, 2023.

No espectro IV destes compostos (Tabela 3), verificou-se de modo semelhante

nestes conjugados: o estiramento da ligacdo N-H da amida na regido em 3331,07 (8a), ¢

3315,63 cm™! (8b, 8c), e as deformagdes angulares entre 1591,27 (8a) e 1521,84 cm’!

(8b, 8¢) (banda amida II). O estiramento C=0 (banda I da amida) mostrou-se sobreposta

a carbonila do 4cido carboxilico em 1666,50 cm™ (8a, 8b, 8c). A ligagio C-N pode ser
visualizada em 1300,02 cm™ (8a) e entre 1321,24-1301,95 cm™ (8b, 8c). J4 a presenca

de 4cido carboxilico ¢ visualizada pelos estiramentos de C=0 em 16650 cm™' (8a),

1697,36-1666,50 cm™ (8b) e 1699,29 cm™ (8c), uma vez que carbonilas de 4cidos

carboxilicos com grupo fenil possuem estiramento entre 1685-1666 cm’'; e pela ligagdo

O-H intensa e larga entre 2922,16 (8a), 2926,01 (8b) e 2922,16 (8¢) cm!. Os

estiramentos C=C dos aromaticos sdo observados entre 1608,63 ¢ 1606,10 cm™. O

estiramento C-H, como deformacdo angular, ¢ observado em torno de 720 cm"

I(SILVERSTEIN, 2019).
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Os resultados do RMN corroboram com as vibragdes encontradas na analise de

infravermelho, como se pode observar na Tabela 4.

Tabela 4 — Deslocamentos quimicos e RMN 'H e *C dos intermediarios (8a), (8b), (8c).

13 15 17 20 23 25

10 , 10
3 H 13 3
2 4 N1 2 H Q —N— 27
14 16 o ) 4 M 14 16 18 19 2122 24 26
9
HO. 7 s O HO 5 O 9
12 7 6 12
6
(¢]
(0] 8
8

13 15 17 20

10
3 H 23 26
) N AN
4 27
14 16 1819 2122 24 25
! o
5
12

HO .
o n= ° 3 (4c. linolénico -
n = 12 (4c. palmitico — n =3 (ac. linoleico — 18 carbonos)
16 carbonos) 18 carbonos) (8¢)
(8a) (8b)
Posic¢io o 'H o 13C o 'H o 13C o H o 13C
1 - 124,91 - 124,91 - 125,57
7,86 (d,J = 7,87 (d,J= 7,87 (d,J=
2e¢6 8.8 H(z, 2H) 130,34 8.7 H(z, 2H) 130,35 8.8 H(z, 2H) 128,39
7,69 (d,J= 7,70 (d,J = 7,69 (d,J=
3es g H(Z 11820 0 H(Z ) ns20 o0 H(Z w1865
4 - 143,34 - 143,36 - 143,69
7 - 171,82 - 171,81 - 172,26
8 - - - - - -
9 - - - - - -
10 10,15 (s, 1H) - 10,16 (s, 1H) - 10,16 (s, 1H) -
11 - 166,96 - 166,97 - 167,99
12 - - - - - -
2,32 (t,J= 2,33 (t,J= 2,33 (t,J=
13 7.4 Hz, 2H) 36,49 7,4 Hz, 2H) 36,50 7,5 Hz, 2H) 36,93
1,57 (p, J= 1,58 (m, J= 1,58 (m, 2H)
14 7,3 Hz, 2H) 24,97 7,2 Hz, 2H) 24,50 Coalescéncia 24,92
(10 sinais)
31,30;
29,06;
29,04;
1,26 (m, 29,01; ;z’gi 28,98
15 24H) 28,98; 28’55 34,09
Coalescéncia 28.90; ’ 31,72
28,76
28,72;
28,62;
22,10
0,85 (t,J=
16 6.0 Hz. 2H) 13,96 28,68 - 29,42
15¢16 : : : : 125 (m, SH) :
Coalescéncia
15, 16, 1,27 (m,
24, 25, - - 14H) - - -
26 Coalescéncia

17 - 25,23 - 27,06
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2,01 (m, 4H)
1723 Coalescéncia ) )
2,02 (m, 4H)
17 e 26 : ) Coalescéncia )
18 - 129,73 - 130,79
5,32 (dddd, J
18, 19, =14,4; 12,6;
2122 7.1;3,1; 1,6 ] ] _
Hz, 4H)
;fl;, ;g 5,33 (m, 6H)
9 Lk B ) énci )
ey Coalescéncia
19 - 127,78 - 128,00
2,73 (t,J =
20 7,0 Hz, 2H) 24,99 ) %2
2,76 (m, 4H)
20e23 : ) Coalescéncia )
21 - 127,76 - 128,21
2 3 129,75 ; 128,35
23 - 26,62 - 25,65
24 ] 30,91 ; 127,43
2 B 33,67 - 131,94
26 - 21,98 - 20949
0,92 (t, J =
27 0,84 (m, 3H) 13,93 7.5 Hz, 3H) 14,56

Fonte: autoria propria, 2023.

Na Tabela 4, destacam-se os sinais da amida presente nas trés estruturas na
posi¢dao 10 com deslocamento quimico em 10,15 ppm, como simpletos e integracao de
1H. Os hidrogénios aromaticos sdo equivalentes e caracterizados como dupletos nas
posicdes 2 e 6 com deslocamentos em 7,86 ppm (8a, 8b) e 7,87 (8¢) com integracdo de
2H e J = 8,8 Hz para (8a, 8c), J = 8,7 Hz para (8b), indicando acoplamento com o
hidrogénio do anel na posi¢ao 3 ou 5. Os hidrogénios aromaticos das posi¢des 3 € 5 sdo
equivalentes e mostraram deslocamentos em 7,69 (8a, 8c) e 7,70 ppm (8b),
caracterizados como dupleto com integragao de 2H, com J = 8,8 Hz para (8a) e J = 8,7
Hz para (8b, 8c¢) indicando o acoplamento com hidrogénio do anel da posi¢ao 2 ou 6.
Os hidrogénios do carbono alfa adjacente a carbonila da amida na posi¢ao 13 de (8a,
8b, 8c¢), mostraram deslocamentos em 2,32 ppm (8a) e 2,33 ppm (8b, 8c),
caracterizados como tripletos com integra¢ao de 2H, (8a, 8b) e (8¢) mostraram J = 7,4
Hz e J = 7,5 Hz, respectivamente, indicando que ocorre um acoplamento com
hidrogénio do carbono beta vizinho. Os hidrogénios dos carbonos beta adjacente a

carbonila da amida na posi¢cdo 14 de (8a, 8b, 8¢), mostraram deslocamentos em 1,58
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ppm caracterizado como multipletos (8a — quintupleto) com integracao de 2H, (8a) e
(8b) mostraram J = 7,3 Hz e J = 7,2 Hz, respectivamente, indicando acoplamento com
hidrogénio de carbono vizinho, em (8c) houve coalescéncia com deslocamentos entre
1,56 — 1,61 ppm. A posicao 15 de (8a) indica os demais hidrogénios da cadeia alifatica,
com deslocamentos em 1,26 ppm, caracterizado como multipleto, com integracdao de
24H, e coalescéncia entre 1,19 — 1,31 ppm; e a posicdo 16 indica os hidrogénios do
grupo metil com deslocamento em 0,85 ppm, J = 6,9 Hz, integrando com 2H.

Em (8b) as posicoes 15 (cadeia alifatica), 16 e 24 (carbonos beta as
insaturacdes) € 25 e 26 (carbonos beta e alfa ao metil), juntas mostraram um
deslocamento 1,27 ppm, caracterizado como multipleto com integragdo de 14H, com
coalescéncia entre 1,18 — 1,35 ppm. As posigdes 17 e 23 mostram os hidrogénios dos
carbonos alfa as insaturagdes, com deslocamento em 2,01 ppm, caracterizado como
multipleto, com integracao de 4H, e com coalescéncia entre 1,97 — 2,05 ppm. Posi¢des
18, 19, 21 e 22 correspondem aos hidrogénios dos 4 carbonos insaturados, que
correspondem a um duplo duplo duplo dupleto em 5, 32 ppm, com integracdo de 4H e J
=14,4; 12,6; 7,1; 3,1; 1,6 Hz. Posi¢ao 20 corresponde ao hidrogénio do carbono alfa
entre as 2 insaturacdes, com deslocamento em 2,73 ppm, caracterizado como um
tripleto, J = 7,0 Hz, com integracdo de 2H, e a posicdo 27 mostra os hidrogénios do
grupo metil, como um multipleto com deslocamento de 0,84 ppm, com integracdo de
3H.

Em (8c) as posicoes 15 (cadeia alifatica) e 16 (carbono beta a insaturacao),
mostraram deslocamentos em 1,25 ppm, caracterizado como multipleto, com integracdo
de 8H, e coalescéncia com deslocamentos entre 1,08 — 1,35 ppm. Posigdes 17 e 26
correspondem aos hidrogénios de 2 carbonos alfas as insaturagdes, com deslocamento
em 2,02 ppm, com integracdo de 4H, e sinais coalescendo entre 1,99 — 2,05 ppm.
Posigdes 18, 19, 21, 22, 24 e 25, correspondem aos hidrogénios dos 6 carbonos
insaturados, que correspondem a um multipleto em 5,33 ppm, com integragdo de 6
hidrogénios, e sinais coalescendo entre 5,29 — 5,37 ppm. Posicoes 20 e 23
correspondem aos hidrogénios de 2 carbonos alfas entre as insaturagdes, com
deslocamento em 2,76 ppm, caracterizado como um multipleto, com integra¢ao de 4H, e
sinais coalescendo 2,71 — 2,80 ppm. A posicdo 27 reflete os hidrogénios do grupo metil,
com deslocamento em 0,92 ppm, caracterizado como tripleto, J = 7,5 Hz, com

integragao de 3H.
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Na analise de '3C, em (8a), verifica-se 4 carbonos quaternarios localizados nas
posicdes 1 (carbono do anel aromatico ligado ao acido carboxilico), 4 (carbono anel
aromatico ligado a amida), 7 (carbono do 4cido carboxilico), 11 (carbono carbonila da
amida), com deslocamentos quimicos em 124,91; 143,34; 171,82 ¢ 166,96 ppm,
respectivamente, estes valores sdo altos devido suas proximidades de atomos
eletronegativos, como o da posi¢cdo 7, muito proximo a um grupo acido carboxilico
(mais eletronegativo dentre os outros). Carbonos do anel aromatico nas posi¢des 2 € 6,
como equivalentes, com deslocamento em 130,34 ppm; e posi¢oes 3 e 5, também
equivalentes, com deslocamento em 118, 20 ppm. Carbonos alfa e beta a carbonila da
amida, nas posi¢des 13 e 14, com deslocamentos em 36,49 e 24,97 ppm. Carbono do
grupo metil na posicdo 16 com deslocamento em 13,96 ppm e carbonos da cadeia
alifatica representados pela posi¢cdo 15, com deslocamentos que variaram entre 22,10 e
31,30 ppm, com apenas 10 sinais, onde supde-se que os 2 sinais restantes estejam
sobrepostos entre estes.

Em (8b) na andlise de carbono verifica-se 4 carbonos quaterndrios localizados
nas posigoes 1 (carbono do anel aromatico ligado ao 4cido carboxilico), 4 (carbono anel
aromatico ligado a amida), 7 (carbono do &cido carboxilico), 11 (carbono carbonila da
amida), com deslocamentos quimicos em 124,91; 143,36; 171,81 e 166,97 ppm,
respectivamente. Carbonos do anel aromético nas posi¢des 2 e 6 como equivalentes com
deslocamento em 130,35 ppm, com simpleto; € nas posicoes 3 € 5 como equivalentes
com deslocamento em 118,20 ppm, como simpleto. Carbonos alfa e beta a carbonila da
amida, nas posicoes 13 e 14, com deslocamentos em 36, 50 e 24, 50 ppm. Carbonos alfa
as insaturacdes nas posi¢des 17, 20 e 23 com deslocamentos em 25, 23; 24, 99 e 26, 62
ppm, respectivamente. Carbonos beta as insaturagdes nas posicoes 16 e 24 com
deslocamentos em 28, 68 ¢ 30 ,91 ppm respectivamente. Carbonos das insaturagdes nas
posicdes 18 e 19, 21 e 22, com deslocamentos em 129,73; 127,78 e 127,76 e 129,75
ppm, respectivamente. Carbono alfa ao metil na posi¢ao 26 com deslocamento em 21,98
ppm. Carbono do grupo metil na posicdo 27 com deslocamento em 13,93 ppm.
Carbonos da cadeia alifatica localizados na posi¢ao 15 com deslocamento entre 28,55 e
29,02 ppm.

Em (8c), verifica-se 4 carbonos quaternarios localizados nas posigdes 1 (carbono
do anel aromatico ligado ao acido carboxilico), 4 (carbono anel aromatico ligado a
amida), 7 (carbono do acido carboxilico), 11 (carbono carbonila da amida), com

deslocamentos quimicos em 125,57; 143,69; 172,26 e 167,99 ppm, respectivamente.
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Carbonos do anel aromatico nas posigdes 2 € 6 como equivalentes com deslocamento
em 128,39 ppm; e nas posigdes 3 e 5 como equivalentes com deslocamento em 118,65
ppm. Carbonos alfa e beta a carbonila da amida, nas posigdes 13 e 14, com
deslocamentos em 36,93 e 24,92 ppm. Carbonos alfa as insaturagdes nas posigoes 17,
20, 23 e 26 com deslocamentos em 27,06; 24,92; 25,65 ¢ 20,49 ppm, respectivamente.
Carbono beta a insaturagdo na posicdo 16 com deslocamento em 29,42 ppm. Carbonos
das insaturagdes nas posigoes 18 e 19, 21 e 22, 24 e 25, com deslocamentos em 130,79;
128; 128,21; 128,35; 127,43 e 131,94 ppm. Carbono do grupo metil na posi¢do 27 com
deslocamento em 14,56 ppm. Carbonos da cadeia alifatica localizados na posi¢ao 15

com deslocamento entre 28,98 e 31,72 ppm.

4.2.2 Sintese e caracterizacio dos intermediarios (11), (12), para os

derivados seletivos de BRD-3308

Para os intermediarios (11) e (12) foram realizadas duas etapas principais: a)
protecao utilizando o reagente Boc-anidrido; e b) redugdo do grupo nitro-aromatico.
Para obteng¢do do (11), protegeu-se a amina primaria do reagente inicial 5-fluoro-2-
nitroanilina (10), com di-tert-butil-dicarbonato (Boc2O) na presenca de DMAP (4-
dimetilaminopiridina), que nessa condi¢ao reacional atua como catalisador nucleofilico.
O mecanismo ainda ndo estd completamente elucidado, mas foi proposto que o DMAP
ataca o carbono da carbonila do di-zerz-butil dicarbonato (Boc20), formando o sal 1-acil
piridinio e o anion fert-butil carbonato (grupo abandonador). Em uma etapa posterior, a
amina ataca o carbono da carbonila do Boc-piridinio resultando na saida do DMAP. O
anion tert-butil carbonato age como uma base desprotonando a amina protonada,
formando tert-butil bicarbonato. A amina protonada ataca o sal Boc-piridinio,
promovendo uma acilagdo formando a amina protegida (11) e resultando na saida de
DMAP (Figura 27) (BASEL; HASSNER, 2000; NGAN THI KIM MALI, 2015). Como
um segundo produto, pode-se ter uma “dupla protecdo” da amina/amida, o que nao ¢
desejavel, e por isso, realizou-se uma desprotecdo com solugdo aquosa basica, com base

em dados anteriores do laboratorio.
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Figura 27 - Mecanismo de protecdo da amina primaria por di-tert-butil dicarbonato (Boc,0O), do reagente
inicial para os derivados seletivos de BRD3308. Adaptado de Ngan Thi Kim Mai, 2015.
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Com a amina protegida (11) realizou-se a redu¢ao do NO, em NH» (12), pela
reacdo de Bechamp. O mecanismo dessa reacao ¢ mostrado na Figura 28, e envolve: a)
geragdo de fons H' por reagdo agua-acido, que vdo resultar no grupo amina do
nitroaromatico; b) redugio para nitroso-aromatico, por sua adsor¢io na superficie de Fe’
(ferro zero valéncia), reacao na superficie e dessor¢ao dos produtos do ferro para o meio
reacional; ¢) reducdo por reagdo de H' com o nitroso-aromatico, resultando em hidroxi-
fenil e redugdo deste a amina. O Fe sofre oxidacdo fornecendo os elétrons necessarios
para a redugdo, resultando em Fe?" (perdendo 2 elétrons), que depois reage com ion “OH

da agua para formar Fe(OH),, que proporciona a superficie para adsor¢cdo e redugdo
(POPAT; PADHIYAR, 2013).
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Figura 28 - Mecanismo de reducdo do nitroaromatico (11) para amina primaria (12) por mecanismo de
Bechamp. Adaptado de Popat; Padhiyar, 2013; Z. Wang, 2010.
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A reacdo de prote¢do a amina primaria por grupo BOC mostrou um rendimento
de 42%, sendo similar ao descrito por Tian e colaboradores (2020), que encontraram
valores de rendimento variando de 55-65%. Em paralelo, o rendimento obtido para a
reducdo do grupo nitroaromatico foi de 54%, semelhante ao descrito por Lopes, 2020,
que descreveu rendimentos entre 40-47%. Portanto, os rendimentos foram satisfatdrios,
mostrando que os métodos sintéticos utilizados sao adequados.

Foi realizada por espectrofotometria na regido do infravermelho (IV) e de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e *C. A Tabela 5 mostra as
caracteristicas fisico-quimicas de cada composto e os valores dos estiramentos axiais e
deformacdes angulares caracterizados por espectrofotometria na regido do
infravermelho. A Tabela 6 mostra os deslocamentos quimicos e as constantes dos

intermediarios por RMN.
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Tabela 5 — Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢do no infravermelho dos intermediarios
(11), (12) para os derivados seletivos de BRD-3308.

S A S,

NH
NO, NH,
- F
(a1 (12)
Caracteristicas fisico-quimicas
Rendimento 42% 54%
Faixa de fusiao 87 -89 °C 88 —92°C
Aspecto Soélido amarelo S6lido marrom
Valores de absorc¢ao no infravermelho
Grupo funcional Nimero de onda (cm™) Nimero de onda (cm™)
v N-H aminas aromaticas 3360 3296,35
8 N-H aminas aromaticas 1587,42 1608,63-1533,41
v C-N aminas aromaticas 1336,67 1282,66
v C=0 ester 1732,08 1678,07
Vv C-0 ester 1 141,86 1 157,29
(C-C(=0)-0) assimétrico assimétrico
v C=C aromiticos 1624,06 1635,64
v N=0 nitroaromaitico 1508,33 assim. -
v C-N nitroaromatico 875,68 -

v = estiramento; & = deformagdo angular.
Fonte: autoria propria, 2023.

No espectro IV destes compostos (Tabela 5), verificou-se de modo semelhante
nestes intermediarios: a presenga do grupo BOC pela presenca das bandas
caracteristicas de éster em C=0O com um estiramento alifaitico em 1732,08 (11) e
1678,07 (12) cm!. Além disso, visualiza-se o estiramento C-O caracterizada por um
estiramento assimétrico em 1141,86 (11) e 1157,29 (12) cm’!. Aminas aromaticas
identificadas pelo estiramento de N-H em 3360 (11) e 3296,35 (12) cm™!, e deformagio
angular em 1587,42 (11) e entre 1608,63-1533,41 (12) cm™. Observa-se ainda, o
estiramento C-N entre 1336,67 (11) e 1282,66 (12) cm™. Os estiramentos C=C dos
aromaticos sao visualizados em entre 1624,06 (11) ¢ 1635,64 (12). Como diferencial,
(11) apresenta o grupo nitroaromatico pela banda N=0O em 1508,33 ¢ C-N em 875,68
cm™,

Os resultados do RMN corroboram com as vibragdes encontradas na analise de

infravermelho, conforme visto na Tabela 6.
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos e RMN 'H e *C dos intermediarios (11) e (12).

>L12)J\
10710 NH

>L12)I\
10710 NH

6 2 N02 2 NH2
5 5
oF 4 ’ oF 4 ’
(1) 12)
Posicao o H é 3C o H o 13C
1 - 135,73 - 125,81
2 - 151,82 - 136,42
3 8,13 (dd, J= 128,44 116,00
9,3, 5,8 Hz, -
1H)
4 7,13(ddd, J = 108,33 - -
9,3,7,5,2,8
Hz, 1H)
3ed - - 6,65 (dd, J=17,0, -
1,7 Hz, 2H)
4e6 - - - 110,42
5 - 165,65 - 154,77
6 7,68 (dd, J = 110,70 7,19(d,J=11,0 -
10,9, 2,8 Hz, Hz, 1H)
1H)
7 9,74 (s, 1H) - 8,40 (s, 1H) -
8 - - 4,76 (s, 2H) -
9 - - - -
10 - 163,58 - 153,23
11 - - - -
12 - - - -
13 - 81,14 - 79,23
14,15e 16 1,46 (s, 9H) 27,70 1,46 (s, 9H) 28,09

Fonte: autoria propria, 2023.

Na Tabela 6, destacam-se os sinais na posi¢do 7, referindo-se ao hidrogénio da
amida adjacente ao grupo BOC com deslocamentos em 9,74 ppm (11) e 8,40 ppm (12),
caracterizados como simpleto com integracdo de 1H. Os hidrogénios dos grupos metil
do grupamento BOC protetor nas posi¢des 14, 15 ¢ 16 em (11) e (12), sdo simétricos e
equivalentes, com deslocamentos em 1,46 ppm, caracterizados como simpletos, com
integragao de 6H.

Em (11) as posicdes 3, 4 e 6 referem-se aos hidrogénios do anel aromatico. O
hidrogénio na posi¢do 3 mostrou um deslocamento de 8,13 ppm, caracterizado como

um duplo dupleto e J = 9,3; 5,8 Hz, indicando acoplamento com hidrogénio adjacente
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do anel na posicdo 4 em orto, o grupo nitro eletronegativo préximo a esta posi¢ao
desblinda este hidrogénio, atraindo-o (efeito indutivo), e deixando-o exposto a um
maior campo magnético efetivo, sendo necessaria uma maior frequéncia para que entre
em ressonancia, € por isso, seu valor de deslocamento ¢ maior que os demais
hidrogénios aromaticos, além disso, o efeito de ressonincia também desblinda o 'H,
devido a deslocalizacdo de elétrons e contribui para um valor de deslocamento maior
(SILVA et al., 2008). O hidrogénio na posi¢do 4 mostrou um deslocamento de 7,13
ppm, caracterizado como duplo duplo dupleto, com integragao de 1H, e J=9,3, 7,5; 2,8
Hz, indicando acoplamento com hidrogénio adjacente no anel em orto, na posicao 3, e
meta na posi¢ao 6. O hidrogénio na posi¢ao 6 mostrou um deslocamento de 7, 68 ppm,
caracterizado como um duplo dupleto, com integracdo de 1H, e J = 10,9; 2,8 Hz,
indicando acoplamento com hidrogénio da amida em orto, na posicao 7, € em meta com
o hidrogénio na posi¢ao 4, o maior deslocamento também se deve a proximidade do
atomo eletronegativos fliior e efeito de ressonancia.

Em (12) as posicdes 3, 4 e 6 também se referem aos hidrogénios do anel
aromatico. Os hidrogénios das posicdes 3 e 4 sdo equivalentes, com deslocamento em
6,65 ppm, caracterizado como duplo dupleto com integracao de 2H, e J = 7,0; 1,7 Hz,
indicando acoplamento em orfo entre si e acoplamento da posi¢ao 4 com o hidrogénio
em meta da posi¢ao 6. O hidrogénio na posi¢do 6 mostrou um deslocamento de 7,19
ppm, caracterizado como um dupleto, com integracao de 1H, e J = 11,0 Hz, indicando
acoplamento com hidrogénio em orto da amida (posi¢ao 7). No composto (12) também
se observa os hidrogénios da amina primaria, com deslocamento de 4,76 ppm,
caracterizado como um simpleto, com integragdo de 2H.

Na anélise de C'3, dos compostos (11) e (12) observa-se 5 carbonos quaternarios
localizados nas posigdes 1, 2, 5, 10, 13, com deslocamentos para (11) em: 135,73;
151,80; 165,65; 163,58; 81,14 ppm, respectivamente; e para (12) em: 125,81; 136,42;
154,77; 153,23; 79,23 ppm, respectivamente. As posi¢des 14, 15 e 16 referem-se aos
carbonos dos grupos metil do BOC protetor com deslocamentos em 27,70 para (11) e
28,09 (12).

As posigoes 3, 4 e 6 referem-se aos carbonos do anel aromatico dos compostos
(11) e (12). Em (11) os carbonos de 3, 4 ¢ 6 mostraram um deslocamento de 128,44
ppm, 108,33 ¢ 110,70 ppm, respectivamente. Em (12) o carbono da posi¢do 3 mostrou
um deslocamento de 116 ppm, por sua proximidade ao grupo nitro eletronegativo, € os

carbonos das posigdes 4 e 6 se mostraram equivalentes, com deslocamento em 110,42
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ppm, por suas proximidades ao atomo eletronegativo de flior, sendo caracterizado

como um dupleto.

4.2.3 Sintese e caracterizacio do intermediario (13a) e compostos finais (1a),
(22)

A Figura 29 mostra as principais reagdes realizadas para obtengdo dos produtos
finais desejados. A obten¢do do intermedidrio (13a) e do composto final (1a), foi
conduzida de forma similar ao acoplamento descrito para os intermediarios (8a-8c¢)
(item 4.2.1.1) e por isso nao serdo novamente apresentados aqui.

No acoplamento para gerar o intermediario (13a), o 4&tomo de flior presente na
posicdo-4 (para em relagdo a amina) em (12) ¢ um halogénio eletronegativo retirador de
elétrons por efeito indutivo, e como tal reduz a nucleofilicidade de para-NH; (em
relacdo ao fluor) e ndo afeta a nucleofilicidade de meta-NH; (em relagao ao fluor).
Assim, com a meta-NHz (em relagdo ao fluior) protegida por BOC, a para-NH> (em
relacdo ao flior), mesmo com nucleofilicidade reduzida, realiza o ataque no carbono da
carbonila do éster ativo de HATU (Figura 26 e 29). Em contrapartida, a diamina (9),
nao sofreu protegdo por BOC, j4 que ndo contém nenhum outro grupo doador ou
retirador no anel aromatico, para obter o final (1a), assim, no acoplamento, a carbonila
do éster ativo de HATU ¢ atacada por uma das aminas (Figura 26 e 29) (CASTILLO-
AGUILERA et al., 2020; SMART, 2001).
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Figura 29 - Influéncia de nucleofilicidade em orfo-fenilenodiamina e esquema das etapas sintéticas de
(13a), (1a) e (2a).
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Os rendimentos obtidos para o intermediario (13a), ¢ o composto final (1a),
foram de 26 e 16%, respectivamente. Esses dados sugerem que o HATU, como agente
acoplante, foi eficaz para a formacao dos conjugados resultando nas amidas. Os baixos
rendimentos observados ocorrem pelo impedimento estérico gerado pela longa cadeia
volumosa de 16 carbonos do acido graxo palmitico (a). Além disso, (13a) possui um
grupo BOC na posicdo orto em relacdo as aminas primarias, também ocasionando
impedimento estérico. A remog¢ao do grupo BOC de (2a) mostrou um rendimento de
24%, sendo o TFA em excesso um método eficaz para o obter o produto. O rendimento
global para os compostos finais (1a) e (2a) foi de 14 e 3%, evidenciando que as
metodologias utilizadas foram razoaveis.

O mecanismo para a desprote¢do de grupo BOC do produto final (2a) (Figura
30), consistiu no uso de excesso do 4acido fraco trifluoroacético (TFA), envolvendo: a)
protonagao do tert-butil-carbamato por TFA; b) formacao do carbocation; c¢) eliminacao
do grupo #-butil e formagdo de acido carbamico por sua perda; d) descarboxilagao

(desprotonagdo) do acido carbamico pelo acido trifluoroacético (TFA), liberando a
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amina livre e dioxido de carbono; d) protonagdo da amina em condi¢des acidas; e)

formag¢ao da amina livre e sal de TFA (RACHEL VICTORIA KERR, 2020; SURYA K.

DE.

Figura 30 - Mecanismo da desprote¢do BOC por TFA, do intermediario (13a) para gerar o

,2021).
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n = 14 (4c. palmitico - 16 carbonos) - a

Fonte: RACHEL VICTORIA KERR, 2020; SURYA K. DE., 2021.

A caracterizacdo estrutural do intermediario (13a) e compostos finais (1a — 2a),

foi realizada por IV e de RMN 'H e '3C. A Tabela 7 mostra as caracteristicas fisico-

quimicas de cada composto e os valores de absorcao de infravermelho, e a Tabela 8

mostra os deslocamentos quimicos e as constantes dos intermediarios por RMN.

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢ao no infravermelho do intermediario (13a)
e finais (1a — 2a).

>Lo)OI\NH N N2 H\"/?\l‘k NH, H
F ° F °
n = 14 (4c. palmitico—  n = 14 (4c. palmitico — 7 N e
16 carbonos) 16 carbonos) 111 61:;;3;'02)2‘ Imitico -
*
(13a) (2a) (12)
Caracteristicas fisico-quimicas

Rendimento 26% 24% 16%
percentual
Rendimento global - 47% 52%
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Faixa de fusao 160 — 165 °C 160 — 168 °C 175 -180°C

Aspecto Solido vinho Solido laranja claro Solido bege

Valores de absor¢ao no infravermelho

Grupo funcional Numero de onda (cm™!)  Numero de onda (cm™')  Numero de onda (cm™)

v N-H aminas 3383,14 3305,99 3307,92
aromaticas
8 N-H aminas 1568,13 1519,91 1521,84
aromaticas
v C-N aminas aromiticas 1402,25 1261,45 1328,95-13 13,52
v C=0 amida 1633,71 1660,71 1658,78
v C=0 ester 1737,86 - -
v C-0 ester 1101935 = -
(C-C(=0)-0) assimétrico
v C=C aromaticos 161 4,42 161 4,42 1 608,63
5 -(CH2)N-n >7 719,45 719,45 719,45

v = estiramento; & = deformacdo angular.
*Espectro com impurezas.
Fonte: autoria propria, 2023.

No espectro IV destes compostos (Tabela 7), verificou-se de modo semelhante
nestes intermediarios: o grupo amida por meio da banda C=O (banda amida I) como
estiramento em 1633,71 (13a), 1660,71 (2a) e 1658,78 (1a) cm™, e da banda N-H
(banda amida II) com deformagdo angular em 1568,13 (13a) 1519,91 (2a), e 1521,84
cm’! (1a). As aminas aromaticas podem ser visualizadas pelo estiramento da banda N-H
em 3383,14 (13a), 3305,99 (2a), e 3307,92 cm™' (1a), e os estiramentos C-N em
1402,25 (13a), 1261,45 (2a), 1328,95-1313,52 (1a). O estiramento C=C dos aromaticos
sdo observadas em 1614,42 (13a, 2a) e 1608,63 cm™' (1a). J4 os estiramentos C-H sdo
observados como deformagdo angular em 719,45 cm™ (13a, 2a, 1a). Como diferencial o
grupo éster presente em (13a), foi identificado pela banda C=0 em estiramento em
1737,86 cm™, e pela vibracdo assimétrica mais importante de C-O, vista como
estiramento em 1101,35 cm™.

Os resultados do RMN corroboram com as vibragdes encontradas na analise de

infravermelho, como se pode observar na Tabela 8.



Tabela 8 — Deslocamentos quimicos e RMN 'H e *C do intermediario (13a) e finais (1a, 2a).
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15 N_19
NH
>L\ m e . \M
(0] NH' \”/<j/ T 16

n= 12 (ac. palmltlco 16

¢}
10

ST

n =12 (4c. palmitico — 16 n =12 (ac. palmitico — 16

carbonos) carbonos) carbonos)
(13a) (2a)* (1a)
Posicao o H & 13C 6 'H o 3C o H o 3C
1 - 129,56 - 113,54 - 123,12
2 - 126,44 - 104,45 - 126,25
3 139,61 6,54 (dd, J = 121,12 7,15(d,J= 115,89
11,2; 2,9 Hz, 7,8 Hz, 1H)
1H)
3,4 6,66 - - - - -
(m, 2H)
Coalescéncia
4 - 129,16 6,35(d, J= 101,85 6,59 115,76
3,0 Hz, 1H) (td,J=17,5
Hz; 1,5 Hz,
1H)
5 - 164,62 - 142,27 6,96 125,96
(dd, 1H)
Coalescéncia
6 7,20 (d, J = 127,38 7,09 (d,J= 69,43 6,78 (dd, J = 118,58
11,0 Hz, 1H) 2,3 Hz, 1H) 8,0; 1,5 Hz,
1H)
7 8,41 (s, 1H) - 5,19 (s, 2H) - 4,87 (s, 2H) -
8 10,17 (s, 1H) - 10,12 (s, 1H) - 10,12 (s, 1H) -
9 - - - - - 171,31
10 - 153,94 - 172,61 - -
11 - - - - - 123,12
12 - - - 99,03 - -
12e16 - - - - 7,93 (d,J= 128,25
8,4 Hz, 2H)
13 - 79,43 - - - -
13e15 - - - - 7,70 (d, J = 117,68
8,7 Hz, 2H)
13e17 - - 7,92 (dd, J = 128,55 - -
8,4 Hz, 2H)
14 - - - - - 141,75
14e16 - - 7,69 117,93 - -
(dd,J=38,7
Hz, 2H)
14,15e16 1,47 (s, 9H) 36,37 - - - -
15 - - - 119,32 - -

16
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17 - 170,05 - - 9,55 (s, 1H) -
18 - - 9,48 (s, 1H) - - 142,74
19 - 121,69 - 158,71 - -
20 - - - - 2,33 (t,J= 36,09
7,4 Hz, 2H)
20 e24 7,92 (m, 2H) 140,08 - - - -
Coalescéncia
21 - - 2,33 (t,J= 50,76 1,59 (m, J = 21,71
7,4 Hz, 2H) 7,4 Hz, 2H)
21e23 7,73 (d, J = 129,69 - - - -
8,8 Hz, 2H)
22 - 153,06 1, 59 (m, 2H) 24,37 1,26 24,60
Coalescéncia (m, 24H) 33,22
Coalescéncia 28,23
28,54
28,28
28,41
30,91
28,62
28,66
28,33
34,98
19,71
23 - - 1,23 (s, 24H) 24,81 0,85 (t,J= 13,59
36,35 6,9 Hz, 3H)
28,54
31,18
28,59
28,80
33,54
28,89
28,93
28,67
45,99
21,99
24 0,85(t,J= 13,86 - -
6,9 Hz, 3H)
25 9,71 (s, 1H) - - - - -
26 - 166,16 - - - -
27 - - - - - -
28 2,34 (t,J= 121,80 - - - -
7,4 Hz, 2H)
29 1,59 (p, J = 35,31 - - - -
7,8 Hz, 2H)
30 1,24 (d,J= 40,04 - - - -
5,8 Hz, 24H) 40,12
42,70
40,18
40,45

90,63
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47,87
51,91
40,42
121,61
25,40

31

0,85 (t,J = 14,72 - i _ ;
6,9 Hz, 3H)

RMN com impurezas.
Fonte: autoria propria, 2023.

Nas analises de 'H observou-se em comum nos compostos (13a), (2a), (1a), o
sinal do hidrogénio da amida na posi¢do 8, com deslocamentos de 10,17 (13a) e 10,12
ppm (2a, 1a), caracterizados como simpletos com integracdo de 1H. Assim como, o
sinal da amida da posicao 25 (13a), 18 (2a), 17 (1a), com deslocamentos de 9,71; 9,48 e
9,55 ppm, respectivamente, caracterizados com simpletos com integracdo de 1H. Os
hidrogénios do grupo metil terminal da cadeia alifatica, em (13a) na posicao 31, (2a) na
posicdo 24, e (1a) na posicao 23, mostraram deslocamento de 0 85 ppm, caracterizado
como um tripleto com integracdo de 3H, (13a), (2a), ¢ (1a) mostraram J = 6,9 Hz,
indicando acoplamento com os hidrogénios do carbono adjacente da cadeia alifatica.

Em (13a) as posi¢des 3 e 4 do anel aromatico foram caracterizadas como
multipletos, com integracdo de 2H, com deslocamento de 6,66 ppm, onde os sinais
coalesceram com deslocamentos entre 6,64 — 6,67 ppm. O hidrogénio da posi¢do 6 do
anel mostrou um deslocamento de 7,20 ppm caracterizado como um dupleto, com
integracdo de 1H, e J = 11,0 Hz, indicando acoplamento em orto com o hidrogénio da
amida na posi¢do 7, este maior deslocamento dentre os 'H do anel se deve ao efeito de
ressonancia e ao efeito indutivo do atomo eletronegativo flior préximo, que desblindam
este 'H. A posicdo 7 refere-se ao hidrogénio da amida do grupo BOC protetor, que
mostrou um deslocamento de 8,41 ppm, caracterizado como simpleto, com integragao
de 1H. As posigdes 14, 15 e 16 mostram os hidrogénios dos grupos metil do grupo BOC
protetor, que se mostraram simétricos e equivalentes, com deslocamento de 1,47 ppm,
caracterizado como um simpleto com integracdo de 9H. Os hidrogénios das posi¢des 20
e 24 do anel aromatico, mostraram-se equivalentes com um acoplamento de 7,92 ppm,
caracterizado como dupleto, com integracdo de 2H, que mostrou coalescéncia entre 7,86
— 7,97 ppm. As posi¢des 21 e 23 mostraram hidrogénios do anel equivalentes com
deslocamento de 7,73 ppm, caracterizado como um dupleto, com integragao de 2H, e J

= 8,8 Hz, indicando acoplamento em orfo com o hidrogénio da amida na posi¢ao 25. A
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posi¢do 28 refere-se ao hidrogénio do carbono alfa a carbonila da amida da cadeia
alifatica, com deslocamento de 2,34 ppm, caracterizado como um tripleto, com
integracao de 2H, e J = 7,4 Hz, indicando acoplamento com hidrogénios do carbono
beta vizinho. A posi¢dao em 29 refere-se ao carbono beta a carbonila da amida da cadeia
alifatica, com deslocamento de 1,59 ppm caracterizado como um quintupleto, com
integracdo de 2H, e J = 7,8 Hz, indicando acoplamento com os hidrogénios dos 2
carbonos adjacentes. A posicao 30 refere-se aos hidrogénios da longa cadeia carbonica
de 12 carbonos, que mostrou deslocamento de 1,24 ppm, caracterizado como dupleto,
com integracao de 24H e J = 5,8 Hz, indicando acoplamentos entre estes hidrogénios.
Em (2a), o hidrogénio na posicdo 3, mostrou um deslocamento de 6,54 ppm
caracterizado como um duplo dupleto, com integracdo de 1H, e J = 11,2; 2,9 Hz,
indicando que ocorre um acoplamento em orto com o hidrogénio da posicdo 4 e um
acoplamento em meta com os hidrogénios da amina primaria. O hidrogénio da posi¢ao
4 no anel mostrou deslocamento de 6,35 ppm, caracterizado como dupleto, com
hidrogénio de 1H e J = 3,0 Hz, indicando acoplamento em mefa com o hidrogénio da
posi¢ao 6 do anel. O hidrogénio na posi¢ao 6 do anel mostrou deslocamento de 7,09
ppm, caracterizado como um dupleto, com integragdao de 1H, e J = 2,3 Hz, indicando
acoplamento em meta com o hidrogénio do anel na posi¢ao 4. A posi¢ao 7 refere-se ao
hidrogénio da amina primdria do anel, que mostrou um deslocamento de 5,19 ppm,
caracterizado como um simpleto, com integracdo de 2H. Os hidrogénios nas posicoes
13 e 17 do anel, sdo equivalentes e mostraram deslocamento de 7,92 ppm, caracterizado
como duplo dupleto, com integra¢do de 2H, e J = 8,4 Hz, mostrando acoplamento com
0 hidrogénio da posi¢do 14 ou 16 do anel. Em paralelo, os hidrogénios nas posi¢des 14
e 16 do anel sdo equivalentes com deslocamento de 7,69 ppm, com integracdo de 2
hidrogénios e J = 8,7 Hz, mostrando acoplamento com hidrogénio da posi¢ao 13 ou 17
do anel. O hidrogénio do carbono alfa & carbonila da amida da cadeia alifatica, na
posi¢do 21, mostrou um deslocamento de 2,33 ppm, caracterizado como um tripleto,
com integragdo de 2H, e J = 7,4 Hz mostrando um acoplamento com os hidrogénios do
carbono beta adjacente. O carbono beta da cadeia alifatica em relacdo a amida, na
posi¢do 22, mostrou um deslocamento de 1,59 ppm, caracterizado como multipleto,
com integracdao de 2H, e que mostrou sinais de coalescéncia entre 1,56 — 1,62 ppm. A
longa cadeia alifatica de 12 carbonos, na posi¢do 23 mostrou um deslocamento de 1,23

ppm, caracterizado como um simpleto com integragao de 24H.
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Em (1a) o hidrogénio na posi¢cdo 3, mostrou um deslocamento de 7,15 ppm
caracterizado como um dupleto, com integragdo de 1H, e J = 7,8 Hz, indicando que
ocorre um acoplamento em orfo com o hidrogénio da posicdo 4, este maior
deslocamento deve a este 'H estd mais desblindado que os demais do anel, por sua
proximidade ao grupo amida eletronegativo (efeito indutivo) e efeito de ressonancia. O
hidrogénio da posicdo 4 no anel mostrou deslocamento de 6,59 ppm, caracterizado
como triplo dupleto, com hidrogénio de 1H e J = 7,5 Hz; 1,5 Hz, indicando
acoplamento em orto com o hidrogénio da posicdo 3 do anel e em meta com o
hidrogénio da posicdo 6 do anel. O hidrogénio na posigdo 5 do anel mostrou um
deslocamento de 6,96 ppm, caracterizado como duplo dupleto, com integragdo de 1H,
com sinais coalescendo entre 6, 93 — 6, 99 ppm. O hidrogénio na posi¢do 6 do anel
mostrou deslocamento de 6,78 ppm, caracterizado como um duplo dupleto, com
integragdo de 1H, e J = 8,0; 1,5 Hz, indicando acoplamento em orto com o hidrogénio
do anel na posi¢do 5 e meta com o hidrogénio da posi¢ao 4. A posi¢do 7 refere-se aos
hidrogénios da amina primdria do anel, que mostrou um deslocamento de 4,87 ppm,
caracterizado como um simpleto, com integracdo de 2H. Os hidrogénios nas posi¢oes
12 e 16 do anel, sdo equivalentes e mostraram deslocamento de 7,93 ppm, caracterizado
como dupleto, com integracdo de 2H, e J = 8,4 Hz, indicando acoplamento com o
hidrogénio do anel na posi¢do 13 ou 15. Em paralelo, os hidrogénios nas posi¢des 13 e
15 do anel sdo equivalentes com deslocamento de 7,70 ppm, com integracdo de 2
hidrogénios e J = 8,7 Hz, indicando acoplamento com o hidrogénio do anel na posi¢ao
12 ou 16. O hidrogénio do carbono alfa & carbonila da amida da cadeia alifatica, na
posi¢dao 20, mostrou um deslocamento de 2,33 ppm, caracterizado como um tripleto,
com integragdo de 2H, e J = 7,4 Hz mostrando um acoplamento com os hidrogénios do
carbono beta adjacente. O carbono beta da cadeia alifatica em relacdo a amida, na
posi¢do 22, mostrou um deslocamento de 1,59 ppm, caracterizado como multipleto,
com integracdo de 2H, e J= 7,4 Hz. A longa cadeia alifatica de 12 carbonos, na posi¢ao
22 mostrou um deslocamento de 1,26 ppm, caracterizado como um multipleto com
integragdo de 24H, e coalescéncia entre 0,92 — 1,47 ppm.

Na analise de *C, (13a) mostrou 9 carbonos quaternarios nas posi¢des, 1, 2, 5,
10, 13, 17, 19, 22, € 26, com deslocamentos em: 129,56; 126,44; 164,62; 153,94; 79,43;
170, 05; 121,69; 153,06; e 166,16 ppm, respectivamente. No composto (2a) verificou-se
a presenca de 7 carbonos quaternarios, nas posi¢oes 1, 2, 5, 10, 12, 15 e 19, que

mostraram deslocamentos de 113,54; 104,45; 142,27; 172,61; 99,03; 119,32; 158,71
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ppm. No composto (1a) verificou-se 6 carbonos quaternarios, nas posigoes 1, 2, 9, 11,
14 e 18, que mostraram deslocamentos de 123,12; 126,25; 171,31; 123,12; 141,75; ¢
142,74 ppm.

Em (13a) os carbonos do 1° anel aromatico nas posi¢des 3, 4 ¢ 6, mostraram
deslocamentos de 139,61; 129,16 e 127,38 ppm. Os carbonos do grupo BOC protetor
nas posicdes 14, 15 e 16 sdo simétricos, equivalentes, € mostraram um uUnico
deslocamento de 36,37 ppm. Os carbonos do 2° anel aromatico nas posi¢des 20 e 24 sdo
equivalentes e mostraram um deslocamento de 140,08 ppm; assim como os das posi¢des
21 e 23, também equivalentes, com deslocamento de 129,69 ppm. O carbono alfa da
cadeia alifatica em relagcdo a amida, na posi¢do 28, mostrou um deslocamento de 121,80
ppm; e o carbono beta, na posi¢cdo 29, mostrou um deslocamento de 35,31 ppm. Os
demais 12 carbonos da cadeia alifatica, identificados pela posicdo 30, mostraram
deslocamentos entre 25,40 a 121,61 ppm com sobreposi¢ao de 1 sinal dos carbonos. O
carbono metil da cadeia alifatica, na posi¢do 31, mostrou um deslocamento de 14,72
ppm.

Em (2a) os carbonos do 1° anel aromatico nas posi¢des 3, 4 e 6, mostraram
deslocamentos de 121,12; 101,85 e 69,43 ppm. Os carbonos do 2° anel aromdtico nas
posi¢des 13 e 17 s@o equivalentes e mostraram um deslocamento de 128,55 ppm; assim
como os das posicdes 14 e 16 também equivalentes com deslocamento em 117,93 ppm.
O carbono alfa da cadeia alifatica em relacdo a amida, na posicao 21, mostrou um
deslocamento de 50,76 ppm; e o carbono beta, na posi¢cdo 22, mostrou um deslocamento
de 24,37 ppm. Os demais 12 carbonos da cadeia alifatica, identificados pela posi¢do 23,
mostraram deslocamentos entre 21,99 a 45,99 ppm. O carbono metil da cadeia alifatica,
na posicao 24, mostrou um deslocamento de 13,86 ppm.

Em (1a) os carbonos do 1° anel aromatico nas posi¢des 3, 4, 5 e 6, mostraram
deslocamentos de 115,89; 115,76; 125,96 e 118,58 ppm. Os carbonos do 2° anel
aromatico nas posi¢cdes 12 e 16 sdo equivalentes e mostraram um deslocamento de
128,25 ppm; assim como os das posicoes 13 e 15 também equivalentes com
deslocamento em 117,68 ppm. O carbono alfa da cadeia alifatica em relagao a amida, na
posi¢do 20, mostrou um deslocamento de 36,09 ppm; e o carbono beta, na posi¢ao 21,
mostrou um deslocamento de 21,71 ppm. Os demais 12 carbonos da cadeia alifatica,
identificados pela posi¢do 22, mostraram deslocamentos entre 19,1 a 34,98 ppm. O

carbono metil da cadeia alifatica, na posicao 23, mostrou um deslocamento de 13,59
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4.3 Sintese e caracterizacdo dos compostos da série B

4.3.1 Sintese e caracterizacdo dos intermediarios (16a, 16b e (16¢)

Para a sintese dos intermedidrios (16a, 16b, 16¢) planejou-se uma preparagao
one pot, onde em uma primeira etapa obteve-se o cloreto de acila do 4cido graxo (15a-
15¢). Apods, em uma segunda etapa, obteve-se os dacidos graxos conjugados
intermediarios (16a-16¢), pelo acoplamento dos cloretos de acila (15a-15¢) com acido-

4-(aminometil) benzoico (14) (PAMBA) (Figura 31).

Figura 31 - Esquemas das etapas sintéticas de (16a — 16c¢).

ETAPA I: ETAPA 1II:
o] OH
I
/S
cloreto de acido 4- ammomet11
tionila benzdico
)LM/ s) i (14)
Cl n
(a, b, ¢) cloreto de acila graxo (16a, 16b, 16¢)
(15a, 15b, 15¢)
n = 14 (4c. palmitico - 16 carbonos) - (a)
a) CH,Cl, anidro (16b) ou THF anidro (16¢), DMF anidro, refluxo, 70°C, sistema fechado com agente dessecante, 2h. 16:2 (4c. linoleico - 18 carbonos) - (b)
b) CH,Cl, anidro (16b) ou THF anidro (16¢), ET;N anidra, t.a., overnight, atmosfera N,. 16:3 (ac. linolénico - 18 carbonos) - (c)

Fonte: autoria propria, 2023.

O rendimento obtido para (16a) foi de 11%, (16b) de 23%, e para (16¢) de 4%,
sendo este Ultimo insatisfatorio e com muitas impurezas vistas na analise do espectro de
RMN, mesmo com a tentativa de purificacdo por cromatografia. Os compostos (16a) e
(16b) apresentaram melhores solubilidades no solvente diclorometano, enquanto para
(16¢) a melhor solubilidade foi encontrada para o solvente THF. Acredita-se que a baixa
solubilidade de (16¢) possa ser o fator limitante do baixo rendimento observado. Além
disso, os métodos utilizados proporcionam rendimentos baixos, devido o cloreto de
acila ser um composto instavel com rapida degradacao.

Na etapa I, o acido carboxilico ¢ tratado com excesso de cloreto de tionila em
presenga de solvente inerte, THF ou DCM, até a completa conversdo ao cloreto de acila.

O excesso de cloreto de tionila é removido por evaporagdo a pressao reduzida. Como,
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representado na Figura 32, o DMF, age como agente catalisador reagindo com cloreto
de tionila para gerar o cation cloroiminio (reagente de Vielsmeier — N, N-dimetiliminio).
O ataque do acido carboxilico no cétion, forma um intermediario, que ao reagir com o
cloreto na carbonila forma o &4cido halogénico e regenera o DMF. (ALAN R.
KATRITZKY, CHARLES WAYNE REES, CHRISTOPHER J. MOODY, 2003;
CARON, 2020).

Figura 32 - Etapa [ da reagdo one pot para gerar os intermediarios (16b e 16¢). Mecanismo da conversio

de acido carboxilico graxo (b e ¢) em cloretos de acila graxos (15b e 15¢) pelo uso de DMF como
catalisador.

S
X4 " T’ ® o7 ‘ . R cl
‘ €] ‘ Cloreto de acila graxo
a (15b ¢ 15¢)
Cation cloroiminio ~o

. .DMF . (reagente de Vielsmeier - N H
(Dimetilformamida) N,N-dimetiliminio) .

17:3 (4c. linolénico - 18 carbonos) - ¢

[ R =17:2 (ac. linoleico - 18 carbonos) - b }

Fonte: ALAN R. KATRITZKY, CHARLES WAYNE REES, CHRISTOPHER J. MOODY, 2003.

Na etapa II, para a formagao da amida, realiza-se a acilacdo de amina de (14)
pelo mecanismo disposto na figura 33, onde ocorre: a) reagao do cloreto de acila graxo
(derivado 4cido — (15a, 15b e 15¢)) com a amina primaria, pelo ataque desta amina
nucleéfila no carbono carbonila do cloreto de acila, eliminando o ion cloreto e criando a
ligacdo C-N em um intermedidrio tetraédrico; b) a base em excesso (excesso de amina,
pelo uso de trietilamina) desprotona o sal de amoénio (cation) formando a amida
(produto final — (16a, 16b ¢ 16c¢)), e o ion cloreto reage com o ion trimetilamonio,
formando o sal cloreto de trimetilamonio. Este ¢ método mais eficiente para a formagao
de amidas, devido a estabilizacdo conjugativa do par de eletrons solitario do nitrogénio

(KATRITZKY et al., 2003).
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Figura 33 - Etapa Il da reagdo one pot para gerar os intermediarios (16a, 16b e 16¢). Mecanismo da
acilagdo da amina primaria do acido 4-(aminometil) benzoico (PAMBA) (14), com uso de cloreto de acila
graxo (15a, 15b e 15¢), utilizando base em excesso, formando a amida (16a, 16b e 16c¢).

@ /N'H2
\H/
Amma KE\%N
R cl primdria | \[rHN‘/ H (em excesso) T ~ -
Cloreto de acila graxo ; ;

(15a, 15b, 15¢) EtaNHCI

Amida
(16a, 16b, 16¢)

Intermedidrio

raédri
tetraédrico Amina

prl marla

1 HO NHg
R' =15 carbonos (4c. palmitico - 16 carbonos) R2= >__®_/
e K

17: 2 (ac. linoleico - 18 carbonos)
17:3 (4c. linolénico - 18 carbonos) 4cido 4-aminometil
benzoico

(14

Fonte: (KATRITZKY et al., 2003).

A caracterizagdo estrutural do intermedidrio (16a e 16b), foi realizada por
espectrofotometria na regido do infravermelho (IV) e de RMN 'H e "*C. Até o
momento, o intermediario (16¢), ainda nao foi caracterizado estruturalmente por IV,
devido auséncia de massa. A Tabela 9 mostra as caracteristicas fisico-quimicas de cada
composto e os valores de absor¢do de infravermelho dos intermediérios (16a ¢ 16b). A
Tabela 10 mostra os deslocamentos quimicos e as constantes do intermediario por RMN

de (16a, 16b ¢ 16¢).

Tabela 9 — Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢do no infravermelho dos intermediarios
(16a ¢ 16b).

0 o)

HO HO
o) n o =16:2(ac.linoleico
n = 14 (ac. palmitico — 16 — 18 carbonos)
carbonos) (16b)
(16a)
Caracteristicas fisico-quimicas
Rendimento 11% 23%
Faixa de fusdo 120 —135°C -
Aspecto Soélido branco Semissolido amarelo claro

Valores de absorc¢ao no infravermelho

Grupo funcional Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)
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v N-H amida alifatica 3296,35 3292,49

8 N-H amida alifatica (banda II) 1539,20 1533,41
v C=0 amida alifitica (banda I) 17 14,72 1 683,86
v C=C aromiticos 1641,42 1639,49

v C-N amida alifitica 1288,45 1323,17

v C=0 ic. carboxilico 17 14,72 1683 ,86

v O-H sc. carboxilico 2920,23 2927,94

5-(CH2)N-n>7 719,45 721,38

v = estiramento; & = deformagdo angular.
Fonte: autoria propria, 2023.

No espectro IV dos compostos (16a e 16b) (Tabela 9), verificou-se: o grupo
amida, C=0O (banda amida I), como estiramento em 1714,72 cm™ (16a), 1683,86 cm’!
(16b), e banda N-H (banda amida II) com deformagio angular em 1539, 20 cm™ (16a),
1533,41 cm™ (16b). Aminas alifiticas vistas pelo estiramento da banda N-H em
3296,35 cm™ (16a), 3292, 49 cm™' (16b), banda C-N como estiramento em 1288,45 cm’
1 (16a), 1323, 17 cm™!, e a deformagdo angular da banda N-H. Os estiramentos C=C dos
aromaticos ocorrem como estiramentos em 1641,42 cm™ (16a), 1639, 49 cm™ (16b). J4
o estiramento C-H aparece como deformagio angular em 719,45 cm™ (16a), 721,38 cm’
. A presenca do grupo 4cido carboxilico é identificada pela banda C=0O em 1714,72
cm’! (16a), 1683,86 cm™ (16b).

Os resultados do RMN corroboram com as vibragdes encontradas na analise de

infravermelho dos compostos (16a e 16b), como se pode ver na Tabela 10.

Tabela 10 — Deslocamentos quimicos e RMN 'H e '*C dos intermedidrios (16a, 16b, 16c¢).

13
0]

HO_ 7. s H 16

15 17 1920 2223 25 27 , 3,0 15 17 19202223 2526 g
\”/Q/\N i \n/©/\ 14 15 18 21 24 26 28 9 N2y 0 18

n = 12 (4c. palmitico — n = 3 (ac. linoleico — n =3 (ac. linolénico — 18
16 carbonos) 18 carbonos) carbonos)
(16a) (16b) (160)*

Posicao 6'H & 3C 6'H & BC 6'H
1 - 145,14 - 129,20 -
2e6 7,88 (t,J = 129,49 7,89 (d,J=7,9 129,73 7,89 (dd, J=14,8;

8,6 Hz, 2H) Hz, 2H) 7,8 Hz, 2H)
3e5 7,35 (dd, J = 127,28 7,34 (d, J=8.,0 127,11 7,44 (dd,J=18.3; 6.4

11,9; 8,0 Hz, Hz, 2H) Hz, 2H)

2H)
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4 - 167,35 - 144,98 - 165,03
7 - 172,47 - 167,17 - 167,22
8 - - - - - -
9 - - - - - -
10 4,36 (m, 2H) 41,91 4,32 (d, J=6,0 41,76 4,31 (d,J=16,0 Hz, 144,37
Coalescéncia Hz, 2H) 2H)
11 9,65 (s, 1H) - 8,38 (t, /= 6,1 Hz, - 10, 09 (s, 1H) -
1H)
12 - 174,68 - 172,32 - 172,36
13 - - - - - -
14 2,18 (tt, J = 35,46 5,33 (m, 2H) 35,30 2,14 (t,J=17,3 Hz, 138,14
25.8; 7,4 Hz, Coalescéncia 2H)
2H)
15 1,49 (m, J = 24,66 - 26,62 1,51 (m, 2H) 29,04
21,8; 7,4 Hz, Coalescéncia
2H)
15, 16, - - 1,25 (m, 24 H) - - -
17, 18, Coalescéncia
21, 24,
25, 26,
27
16 1,23 (s, 24H) 25,43 - 28,62 - 41,90
32,20 28,99 118,38
28,71 28,61 113,79
29,14
28,72
28,90
31,46
29,17
29,21
24,87
33,82
22,26
17 0,85 (t,J=3, 14,13 - 28,70 - 42,65
4 Hz, 3H)
16e17 - - - - 1,24 (d,J=12,2 Hz, -
8H)
18 - - - 26,72 - 35,34
18 e 27 - - - - 2,01 (m, 4H) -
Coalescéncia
19 - - - 129,32 - 129,54
19¢20 - - 2,14 (q, 2H) -
19, 20, - - - - 5,33 (m, 6H) -
22,23, Coalescéncia
25, 26
20 - - - 127,76 - 128,08
21 - - - 25,26 - 28,61
21,24 - - - - 2,82 (m, 4H) -

Coalescéncia
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22 - - - 127,74 - 128,19
22e23 - - 2,02 (q,J=69 -
Hz, 2H)
23 - - - 129,70 - 123,39
24 - - - 28,56 - 28,66
25 - - - 30,88 - 127,17
26 - - - 41,76 - 132,57
27 - - - 21,95 - 25,31
28 - - 0,85 (t, ] =7.0 Hz, 13,91 0,85 (m, 3H) 30,74
3H) Coalescéncia

* RMN com impurezas.

Fonte: autoria propria, 2023.

Na analise de 'H em (16a, 16b e 16c), os principais grupos que indicam a
ocorréncia do acoplamento s3o: anel aromatico derivado do 4cido 4-
(aminometil)benzoico; amida; cadeia alquilica derivada do acido palmitico e
insaturagdes derivadas do acido linoleico e linolénico.

A presenca do anel aromadtico ¢ indicada pelos hidrogénios nas posi¢des
equivalentes 2 ¢ 6 ¢ 3 ¢ 5. Sendo os hidrogénios das posi¢des 2 e 6 equivalentes, com
deslocamentos de 7,88 ppm (16a) e 7,89 ppm (16b e 16¢), estes podem caracterizados
como tripleto, dupleto e duplo dupleto respectivamente, integrando para 2 hidrogénios e
com constante de acoplamento de J = 7,8 — 14,8 Hz indicando acoplamento em orto
com os hidrogénios das posicoes 3 e 5. Os hidrogénios 3 e 5 também sao equivalentes,
com deslocamentos de 7,35 (16a), 7,34 (16b) e 7,44 (16¢) ppm, caracterizados como
duplo dupleto (16a, 16¢) e dupleto (16b), integragdo de 2 hidrogénios e J = 6,4 — 11,9
Hz, indicando acoplamento com hidrogénios das posigdes 2 e 6.

A presenca da amida ¢ indicada pelo hidrogénio na posi¢do 11, com integragao
de 1 hidrogénio e deslocamentos de 9,65 (16a), 8,38 (16b) ¢ 10,09 ppm (16¢), onde
(16a e 16c¢) caracterizaram-se como simpletos, e (16b) caracterizou-se como tripleto
com J = 6,1 Hz sugerindo o acoplamento em orto com os hidrogénios na posigao 10
(adjacentes).

A cadeia alquilica derivada do &cido palmitico em (16a), ¢ indicada pelos
hidrogénios na posicdo 16, com deslocamento de 1,23 ppm e integracdo de 24
hidrogénios. Em (16b e 16¢), as insaturagdoes derivadas da cadeia graxa do acido
linoleico e linolénico, sdo indicadas em (16b) pelos hidrogénios nas posi¢cdes 19 e 20
(equivalentes), e 22 e 23 (equivalentes), com integracdo de 2 hidrogénios e

deslocamentos de 2,14 e 2,02 ppm respectivamente, ambos caracterizados como
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quadrupletos; e em (16¢) pelos hidrogénios nas posigdes 19 e 20; 22 e 23 e 25 ¢ 26, que
sdo equivalentes entre si, € mostraram deslocamento de 5,33 ppm, caracterizado como
multipleto, com integragdo de 6H, ocorrendo coalescéncia entre 5, 27 — 5,39 ppm.

Na analise dos espectros de '3C, observou-se principalmente em comum a
presenca dos 4 carbonos quaternarios, indicados pelas posigdes 1, 4, 7 ¢ 12, com
deslocamentos, respectivamente, em: (16a): 145,14; 167,35; 172,47; e 174,68 ppm;
(16b): 129,20; 144,98; 167,17 e 172,32 ppm; (16¢): 145,04; 165,03; 167,22 e 172,36
ppm.

4.3.2 Sintese do composto intermediario (17b) e composto final (4b)

A obtengdo do intermediario (17b) e do composto final (4b), um derivado do CI-
994, foi conduzida de forma similar ao acoplamento descrito para os intermediarios (8a-
8c) (item 4.2.1) e (13a) (item 4.3.3) e por isso ndo serdo novamente apresentados aqui.

Dessa maneira, para se gerar (17b), planejou-se acoplar o intermedidrio graxo
derivado do acido 4-(aminometil) benzdéico (PAMBA), (16b), contendo a fungdo 4cido
carboxilico, com a arilamina que possui o d&tomo de flior presente na posicao-4 (para
em relacdo a amina) (12), resultando no grupo amida (Figura 34). Em contrapartida,
para gerar o produto final (4b), como diferencial utilizou-se a arilamina sem flGor para o
acoplando, resultando do grupo amida. O mecanismo estd descrito na Figura 26 (item

4.2.1).
Figura 34 - Sintese dos compostos (17b) e (4b).

ny
[e}
Iz
’
=<\
_~
=
-
z
T
Z
I
S
zZT
Iz

° o (db)
(16b) Derivado C1-994

[ n=16:2 (ac. linoleico - 18 carbonos) - (b)]

a) HATU, DIPEA, DMF anidro, 48h, t.a., atmosfera N,.
Fonte: autoria propria, 2023.

Assim, como foi descrito para gerar o intermediario (13a), o 4tomo de fluor

presente na posi¢ao para em relacdo a amina em (12) ¢ um atomo retirador de elétrons
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por efeito indutivo, o que reduz a nucleofilicidade desta posicao. Por outro lado, esse
efeito ndo afeta a nucleofilicidade na posicdo meta-NH», sendo assim, foi necessaria a
protegdo dessa posicao com grupo Boc-anidrido.

Para obter (4b), contendo duas aril minas (9), optou-se por realizar a reagdo sem
a protecao e tentar trabalhar com controle da esteoquiometria. Assim, trabalhou-se com
excesso da o-fenilenodiamina (9) na propor¢do de 1,4 eq. mol !, e 1 eq. mol! do
acoplante HATU em relagdo ao intermedidrio graxo.

O rendimento para (17b) foi de 42% e para (4b) foi de 27%, sendo razoaveis
devido o impedimento estérico gerado pela longa cadeia alquilica derivada do acido
linoleico e também pelo grupo BOC da arilamina (12). O rendimento global para obter
o final (4b) foi de 6%. A caracterizagao estrutural do intermediario (17b) ¢ do final
(4b), se deu por espectros de infravermelho (IV) e de RMN 'H e '*C. A Tabela 11
mostra as caracteristicas fisico-quimicas de cada composto e seus os valores de
absor¢do de infravermelho. A Tabela 12 mostra os deslocamentos quimicos e as

constantes de (17b e 4b) por RMN.

Tabela 11 - Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢ao no infravermelho do intermediario

(17b) e final (4b).
o] o
N N
Jog oh
n = 16:2 (ac. linoleico — n = 16:2 (ac. linoleico — 18
18 carbonos) carbonos)
(17b) (4b)
Caracteristicas fisico-quimicas
Rendimento 42% 27%
Faixa de fusiao — 154 — 168 °C
Aspecto Semissoélido marrom Sélido laranja claro
Valores de absorc¢ao no infravermelho
Grupo funcional Nimero de onda (cm™) Nimero de onda (cm™)
v N-H amida 3444,87 3311,78
& N-H amida (banda II) 1539,20 1527,62
v C=0 amida (banda I) 1653,00 1639,49
v C=0 ester 1653,00 -
v C-0 ester 1159,22 -
(C-C(=0)-0) assimétrico
v C=C aromiticos 1616,36 1602,85
v C-N amida 1276,88 1305,81
5-(CH2)N-n>7 725,23 744,52

v = estiramento; & = deformagdo angular.
Fonte: autoria propria, 2023.
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No espectro IV destes compostos (Tabela 11), verificou-se de modo semelhante
nestes intermedidrios: o grupo amida, banda C=0O (banda amida I), como estiramento
em 1653,00 (17b) e 1639,49 cm! (2b), e a banda N-H (banda amida II) com
deformacdo angular em 1539,20 (17b) e 1527,62 cm™ (2b). As aminas aromaticas
podem ser visualizadas pelo estiramento da banda N-H em 3383,14 (17b) e 3305,99 cm
' (2b), e os estiramentos C-N em 1276,88 (17b) e 1305,81 cm™ (2b). O estiramento
C=C dos arométicos sdo observadas em 1616,36 (17b) e 1602.85 cm™ (2b). J4 os
estiramentos C-H sdo observados como deformagao angular em 725,23 (17b) e 744,52
cm’! (2b). Como diferencial o grupo éster presente em (17b), foi identificado pela banda
C=0 em estiramento em 1653,00 cm™! sobrepondo a banda I da amida, e pela vibragio
assimétrica mais importante de C-O, vista como estiramento em 1159,22 cm™.

Os resultados do RMN corroboram com as vibragdes encontradas na analise de

infravermelho dos compostos (17b e 4b), como se pode ver na Tabela 12.

Tabela 12 - Deslocamentos quimicos e RMN 'H e '*C do intermedidrio (17b) e final (4b).

38 21
[0}
3 (0]
>|@ )]37 W s 2% 25 2728 3031 3 3 7 1317 22 24 26272930 2 3
e =
44 0" “NH N"20 o 90 23 25 28 31 33 3
9 15 13

8
y H 1o N %2 2" 2 =23 % H
s 2 10 16 19 2
(e} K (¢]
° 3 3 10
9 F

n = 3 (ac. linoleico — 18 carbonos) n = 3 (ac. linoleico — 18 carbonos)
(17b) (4b)

Posicio o H o 13C o 'H 8 13C
1 - 134,29 - 143,10
2 - 125,16 - 127,75
3 - 110,39 7,17 (m, 1H) 126,45

Coalescéncia
3,4 6,94 (m, 2H) - - -
Coalescéncia
4 - 109,37 6,60 (td, J = 126,64
7,5, 1,5 Hz,
1H)
5 - 160,44 6,97 (td, J = 133,13
7,6, 1,6 Hz,
1H)
6 7,47 (ddd, J = 26,3, 80,27 6,79 (dd, J = 123,35
10,0, 4,6 Hz, 1H) 8,0, 1.4 Hz,
1H)
7 9,79 (s, 1H) - 4,33 (s, 2H) -
8 8,77 (s, 1H) - 9,63 (s, 1H)

9 - - - 165,09
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10 - 165,67 - -
11 - - - 133,03
12 - 132,64 - -
12e16 - - 7,93 (d,J= 127,77
7,9 Hz, 2H)
13 - 128,43 - -
13e15 - - 7,36 (d, J = 126,84
8,0 Hz, 2H)
13e17 7,89 (d,J=7,9 Hz, - - -
2H)
14 e 16 7,37 (d, J=28,0 Hz, 128,37 - -
2H)
15 - 144,06 - -
16 - - - -
17 - 127,13 4,33(d,J= 41,72
6,0 Hz, 2H)
18 4,32 (d, J=6,0 Hz, 35,48 8,38 (t,J= -
2H) 6,0 Hz, 2H)
19 8,42 (t,J=16,1 Hz, - - 172,26
1H)
20 - 172,59 - -
21 - - 2,15, J= 36,35
7,4 Hz, 2H)
22 1,52 (q,J=17,1,6,6 31,02 1,53 (p,J= 25,22
Hz, 2H) 7,2 Hz, 2H)
23 - 25,45 - 29,02
28,64
26,63
23,24, 31, - - 1,27 (m, -
32,33 16H)
24 - 28,14 - 28,71
28,76
28,70
25 - 28,84 - 26,60
25e 30 - - 2,02 (qd, J = -
7,8,73,2,8
Hz, 4H)
23, 24, 25, 1,25 (m, 25H) - - -
33, 34, 35, Coalescéncia
42,43, 44
26 - 26,73 - 129,72
26, 27, 29, - - 5,33 (m, 4H) -
30
26 ¢ 32 2,07 (m, 2H) - - -
Coalescéncia
27 - - 116,15
27 e 31 - 129,85 - -
28 - 2,74 (t, J = 25,30

6,7 Hz, 2H)
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28 ¢ 30 - 127,91 - -
27,28,30, 531 (ddd, /=144, - - _
31 10,7, 8,1 Hz, 4H)
29 2,71 (t, 2H) 25,35 - 116,27
30 - - - 129,75
31 - - - 26,63
32 - 26,76 - 28,57
33 - 29,14 - 30,89
34 - 30,84 - 21,96
35 - 22,10 0,86 (t, 2H) 13,92
36 0,83 (t, J= 6,8 Hz, 14,06 - -

3H)

Fonte: autoria propria, 2023.

Na analise de '"H em (17b e 4b), os principais grupos que indicam a ocorréncia
do acoplamento sdao: amina (4b); amidas; anel aromatico derivado das aril aminas; anel
aromatico do intermedidrio (16b); insaturagdes da cadeia alquilica derivada do acido
linoleico.

A presenca das amidas em (17b) ¢ indicada pelos hidrogénios nas posicoes 7, 8 €
19, onde 7 e 8 sdo caracterizados como simpletos com deslocamentos de 9,79 e 8,77
ppm com integra¢do de 1 hidrogénio, onde 7 indica a existéncia do grupamento BOC
por estar mais desblindado devido sua maior proximidade do fluor; e 19 mostrou-se
como um tripleto com deslocamento de 8,42 ppm. Em (4b) as amidas sdo indicadas
pelos hidrogénios nas posicoes 8 e 18, com deslocamentos respectivamente de, 9,63
ppm como simpleto e 8,38 ppm, ambos com integracdo de 1 hidrogénio. 19 (17b) e 18
(4b), mostraram-se como tripletos devido acoplamento com os hidrogénios adjacentes
de 18 (17b) e 17 (4b), J = 6,1 Hz e J = 6,0 Hz. Como diferencial (4b) possui uma
amina livre indicada pelo hidrogénio na posi¢ao 7, com deslocamento de 4,33 ppm,
integragao de 2 hidrogénios caracterizado como simpleto.

A presenca do anel aromatico derivado das aril aminas ¢ indicada pelos
hidrogénios nas posi¢des 3, 4, 6 ¢ em (4b) também na posicao 5. Em (17b) 3 e 4 sdo
equivalentes com deslocamento de 6,94 ppm, caracterizado como multipleto e
integracdo de 2 hidrogénios; enquanto 6, mostrou um deslocamento de 7,47 ppm,
caracterizado como duplo duplo dupleto, relativo a seu acoplamento com o fluor, com J
= 26,3 Hz; em orto com a amida, J = 10,0 Hz, e por fim acoplamento em meta com o
hidrogénio em 4, J = 4,6 Hz. Em (4b) 3, 4, 5 ¢ 6, mostraram deslocamentos
respectivamente de 7,17 ppm (m, 2h), 6,60 (td, J = 7.5, 1.5 Hz), 6,97 (td, J = 7.6, 1.6
Hz, 1H), 6,79 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H), ambos com integracdo de 1 hidrogénio; onde 3
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por estar mais desblindado devido sua proximidade da amida em 7, esta mais deslocado
e como multipleto pode estar acoplado a este hidrogénio.

A presenca do anel aromatico derivado de (16b) ¢ indicada em (17b) pelos pares
de hidrogénios nas posigdes 13 e 17; 14 ¢ 16; e em (4b), pelos pares nas posicoes 12 e
16; 13 e 15. Estes pares de mostraram-se equivalentes, com integragao de 2 hidrogénios
e acoplamentos em orfo com o hidrogénio adjacente no anel.

As insaturacdes derivadas da cadeia alquilica do é4cido linoleico, sdo indicadas
pelos hidrogénios nas posi¢cdoes em (17b) 27,28, 30 e 31; e em (4b) 26, 27, 29 e 30.
Nestes dois compostos, todos estes hidrogénios mostraram-se equivalentes, em (17b)
com integracdo de 4 hidrogénios, deslocamento de 5,31 ppm, como duplo duplo
dupleto, e J = 14,4, 10,7, 8,1 Hz, indicando acoplamentos em orto entre si; ¢ em (4b)
com integracdo de 4 hidrogénios, deslocamento de 5,33 ppm, e caracterizado como
multipleto hipoteticamente devido os acoplamentos entre seus hidrogénios.

Na analise dos espectros de '3C, observou-se principalmente em comum a
presenga dos carbonos quaterndrios, indicados pelas 9 posi¢cdes em (17b) em 1, 2, 5, 10,
12, 15, 20, 37 e 41, com respectivos deslocamentos em 134,29; 125,16; 160,44; 165,67,
132,64; 144,06; 172,59; 153,15; 41,85 ppm; ¢ em (4b) pelas 6 posigdes em 1, 2, 9, 11,
14 e 19, com respectivos deslocamentos em 143,10; 127,75; 165,09; 133,03; 143,37,
172,26 ppm.

4.3.3 Sintese do composto final (3b)

A remocao do grupo BOC de (17b) foi realizada em meio contendo excesso do
acido trifluoroacético (TFA), levando ao composto final (3b) (Figura 35 - derivado do
BRD-3308). O método foi semelhante ao utilizado para o composto (2a), cujo

mecanismo estd descrito no item 4.2.3, e dessa maneira nao seré descrito aqui.

Figura 35 - Sintese do composto final (3b).

[o]

[e]
BoCy ) HJ\VK N uJ\v{
N a) 3 N
[e]
. F

(3b)
(17b) Derivado BRD-3308

a) TFA, 4h, t.a. [n = 16:2 (4c. linoleico - 18 carbonos) - (b)]

Fonte: autoria propria, 2023.

A reacdo mostrou um rendimento razoavel de 32%, sugerindo que a desprotecao

com TFA em excesso pode ser um método utilizado para o obter o produto (3b). Para
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este produto final o rendimento global observado foi de 2%. A caracterizagdo estrutural
do final (3b), se deu por espectrofotometria na regido do infravermelho (IV) e de RMN
'H e *C. A Tabela 13 mostra suas caracteristicas fisico-quimicas e seus os valores de
absor¢ao na regido do infravermelho. A Tabela 12 mostra os deslocamentos quimicos e
as constantes de (3b) por RMN.

Tabela 13 - Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢do no infravermelho do composto final
(3b).

n = 16:2 (ac. linoleico — 18 carbonos)

(3b)*
Caracteristicas fisico-quimicas
Rendimento 32%
Faixa de fusiao 165-188°C
Aspecto S6lido amarelo claro
Valores de absor¢ao no infravermelho
Grupo funcional Numero de onda (cm™)
v N-H amida 3273,20
8 N-H amida (banda 11 1541,12
v C=0 amida (banda 1) 1653,00
v C=C aromaticos 1558,48
v C-N amida 1384,89
5 -(CH2)N-n >7 725,23

v = estiramento; & = deformagdo angular.
*Espectro com impurezas.
Fonte: autoria propria, 2023.

No espectro IV destes compostos (Tabela 13), verificou-se: grupo amida, banda
C=0 (banda amida I), como estiramento em 1653,00 cm™!, e banda N-H (banda amida
II) com deformacdo angular em 1541,12 cm’!. As aminas podem ser visualizadas pelo
estiramento da banda N-H em 3273,20 cm™!, e os estiramentos C-N em 1384,89 cm™. O
estiramento C=C dos aromaticos sdo observadas em 1558,48 cm™'. J4 os estiramentos C-
H s3o observados como deformacio angular em 725,23 cm™.

Os resultados do RMN corroboram com as vibragdes encontradas na analise de

infravermelho do composto (3b), como se pode ver na Tabela 14.



91

Tabela 14 - Deslocamentos quimicos e RMN 'H e '3C do composto final (3b).

21

(0]
14 18 23 25 2728 30 31 33 35
7 s 1IUE = S
NH
12
10
17

12 H H Py 24 26 29 3234 3
N
i©2/ 16 19
5 (6]
3
F 1"

n = 3 (ac. linoleico — 18 carbonos)

(3b)*
Posicio o H o 13C
1 - 157,56
2 - 133,12
3 6,53 (m, 1H) 126,86
Coalescéncia
4 4,52 (d,J= 6,0 Hz, 2H) 126,04
5 - 173,68
6 5,05 (s, 1H) 122,63
7 5,84 (s, 2H) -
8 7,69 (s, 1H) -
9 - -
10 - 165,78
11 - -
12 - 162,94
13 - -
13e17 7,86 (d, J=7,9 Hz, 2H) 128,12
14e16 7,39 (d, J=17,9 Hz, 2H) 127,85
15 - 162,73
16 - -
17 - -
18 3,64 (m, 2H) 43,24
Coalescéncia
19 7,19 (t,J=17,2 Hz, 1H) -
20 - 191,96
21 - -
22 2,76 (m, 2H) 36,89
Coalescéncia
23 - 27,25
23, 26, 32 2,28 (m, 6H) -
Coalescéncia
24 - 29,86
25 - 30,19
24, 25, 33, 34, 35 1,25 (m, 14H) -
Coalescéncia
26 - 29,40
27 - 134,29
27, 28, 30, 31 5,41 (m, 4H) -

Coalescéncia
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28 - 127,45
29 2,99 (m, 2H) 32,08
Coalescéncia
30 - 127,35
31 - 133,59
32 - 29,29
33 - 30,24
34 - 31,56
35 - 25,86
36 0,88 (t, 3H) 14,27

*RMN com impurezas

Fonte: autoria propria, 2023.

Na analise de 'H em (3b), os principais grupos que indicam a presenca do
produto desejado sdo: amina; amidas; anel aromatico derivado da aril amina (12); anel
aromatico do intermediario (16b); e insaturagdes da cadeia alquilica derivada do 4cido
linoleico.

A presenca da amina ¢ indicada pelo hidrogénio na posi¢ao 7, com deslocamento
de 5,84 ppm, integracdao de 2 hidrogénios, caracterizado como um simpleto, indicando
assim a retirada de sua prote¢do por anidrido-BOC. As amidas sdo indicadas pelos
hidrogénios nas posi¢des 8 e 19, ambos com integragdo de 1 hidrogénio, onde 8
mostrou um deslocamento de 7,69 ppm como simpleto e 19 mostrou-se como tripleto
com deslocamento de 7,19 ppm, devido acoplamento em orfo aos 2 hidrogénios da
posi¢do 18 (J=7,2 Hz).

O anel aromatico derivado da aril amina (12), ¢ indicado pelos hidrogénios nas
posicdes 3, 4 e 6, cada um com integragdo de 1 hidrogénio. 3 mostrou-se como um
multipleto com deslocamento de 6,54 ppm, devido sua proximidade a amida deixando-o
mais desblindado e provavel acoplamento com hidrogénio da amida. 4 mostrou-se como
um dupleto com deslocamento de 4,52 ppm, J = 6,0 Hz, indicando acoplamento orto
com 3; 6 mostrou-se como simpleto, com deslocamento de 5,05 ppm.

O anel aromatico derivado do intermediario (16b), ¢ indicado pelos pares
hidrogénios nas posicdes 13 e 17; e 14 e 16. Estes pares mostraram-se equivalentes,
com integragdo de 2 hidrogénios cada, onde 13 e 17 mostrou um deslocamento de 7,86
ppm, caracterizado como dupleto devido J = 7,9 Hz, indicando acoplamento em orto

com os hidrogénios de 14 ou 16; 14 e 16 mostrou um deslocamento de 7,39 ppm, como
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um dupleto relativo a acoplamento em orto com os hidrogénios do anel 13 ou 17,
devido J= 7,9 Hz.

As insaturagdes da cadeia alquilica derivada do &cido linoleico sdo indicadas
pelos hidrogénios nas posicoes 27, 28, 30 e 31, que se mostraram equivalentes com
deslocamento de 5,41 ppm, como multipleto e integracao de 4 hidrogénios.

Na analise dos espectros de '’C, observou-se principalmente a presenca dos
carbonos quaternarios, indicado pelas posi¢des 1, 2, 5, 10, 12, 15 e 20, com respectivos

deslocamentos em 157,56; 133,12; 173,68; 165,78; 162,94; 162,73 ¢ 191,96 ppm.

4.3.4 Sintese do intermediario (24)

A obtencao do intermedidrio 24, consistiu no tratamento da amina primaria de
(14) em solugao aquosa, com BOC-anidrido em presenca de base fraca bicarbonato de
sodio (GAWEL et al., 2020; ZHANG, 2017). A Figura 36 representa o método de
obtencdo do composto (24).

Figura 36 - Sintese do intermediario (24).

HO (0]
(0]

NH,
(14) (24)

a) BOC, Bicarbonato de sodio, THF, agua
destilada, 19h, t.a., atmosfera N,.

Fonte: autoria propria, 2023.

O mecanismo desta reagdo resulta no grupo N-Boc carbamato. Assim,
inicialmente a amina primaria ataca a carbonila do di-fert-butil dicarbonato (Boc20),
promovendo uma acila¢do, formando a amina protegida protonada, e resultando em t-
butil carbonato que se cliva em gas didxido de carbono e t-butdxido. Por fim, a base
desprotona a amina protonada, levando a formacao da amina protegida (CHEMISTRY,

2023). A Figura 37 ilustra o mecanismo.
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Figura 37 - Mecanismo de protegdo de amina por BOC-anidrido e uso de base do
intermediario (24).

Bicarbonato de sédio
(base fraca protonada)

o)
Na* 1
a‘OJ\OH

di-tert-butil dicarbonato (Boc,0) / o

O
i P P
RNz >|\09@O)koj< T’ H@EISJ\O — Ry o
(14) (/A R H I

Produto prn!;gldn por BOC

(0]
ool Lo — oo s g
O (./9 D'i?“l;m de fb)méxido

Fonte: Chemistry, 2023.

A reacdo mostrou um rendimento de 50%, sendo este um método eficiente para
o obter o produto. A caracterizagdo estrutural do intermedidrio (24), se deu por
espectros de infravermelho (IV) e de RMN 'H e 3C. A Tabela 14 mostra suas
caracteristicas fisico-quimicas e seus os valores de absor¢do de infravermelho. A Tabela

15 mostra os deslocamentos quimicos e as constantes de (24) por RMN.

Tabela 15 - Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢do no infravermelho do composto final
(24).

0
HO
N
BOC
(24
Caracteristicas fisico-quimicas
Rendimento 50%
Faixa de fusao 140 — 166 °C
Aspecto Sélido branco
Valores de absor¢ao no infravermelho
Grupo funcional Numero de onda (cm™)
v N-H amina aromatica 3356,14
8 N-H amina aromatica 1508,33
v C=0 amida, ac carboxilico, ester 1685,79
v C=C aromiticos 161 2,49
v C-N amina aromitica 1323 . 17
v O-H ic. carboxilico 2981 ,95

v C-0 ester; (C-C(=0)-0) 1168,86 assimétrico
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v = estiramento; & = deformagdo angular.
Fonte: autoria propria, 2023.

No espectro IV destes compostos (Tabela 15), verificou-se de modo semelhante
nestes intermedidrios: o grupo amida por meio da banda C=0O (banda amida I) como

estiramento em 1685,79 cm’!

, € da banda N-H (banda amida II) com deformacao
angular em 150833 cm’'. As aminas aromdticas podem ser visualizadas pelo
estiramento da banda N-H em 3356,14 cm™!, e os estiramentos C-N em 1323,17 cm™. O
estiramento C=C do anel aromadticos ¢ observado em 1612,49 cm™. O grupo éster
relativo a0 BOC, foi identificado pela banda C=O em estiramento em 1685,79 cm’!
sobrepondo a banda I da amida, e pela vibragdo assimétrica mais importante de C-O,
vista como estiramento em 1168,86 cm™'. Enquanto a funcio 4cido carboxilico, é vista
pela banda C=0 também sobrepondo a banda I da amida e éster, em 1685,79 cm™ e pela
banda O-H vista como estiramento largo em 2981,95 cm™'.

Os resultados do RMN corroboram com as vibragdes encontradas na analise de

infravermelho do composto (3b), como se pode ver na Tabela 16.

Tabela 16 - Deslocamentos quimicos e RMN 'H e '3C do intermediario (24).

3

0]
5
2 6
H? 4 1|1| 14
9 N 12 0 15 15
8 10
17
o]
13 18

(24)
Posicio o H o 3C
1 - -
2 - 173,48
3 - -
4 - 145,33
5 - -
5e9 7,89 (d, J= 8,2 Hz, 2H) 126,89
6 - -
6e8 7,34 (d, J= 8,0 Hz, 2H) 129,37
7 - 717,97
8 - -
9 - -
10 4,18 (d, J= 6,2 Hz, 2H) 4321
11 7,47 (t,J = 6,2 Hz, 1H) -
12 - 167,24
13 - -

[
N
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15 ) 77,97
16 ;

16,17 e 18 1, 39 (s, 9H) 2824
17 ) ;
18 ) )

Fonte: autoria propria, 2023.

Na analise de 'H em (24), os principais grupos que indicam a ocorréncia do
acoplamento s3o: amidas (advinda do acoplamento com grupo BOC); anel aromaético
derivado de (14); e hidrogénios do grupo BOC.

A presenca da amida ¢ indicada pelo hidrogénio na posicao 11, com
deslocamento em 7,47 ppm, caracterizado como tripleto por acoplamento com os
hidrogénios adjacentes em 10 devido J = 6,2 Hz, e integrac¢do de 1 hidrogénio.

A presenca do anel aromatico ¢ indicada pelos pares hidrogénios equivalentes
nas posicoes 5 ¢ 9; ¢ 6 e 8. Estes pares de hidrogénios mostraram respectivos
deslocamentos em 7,89 e 7,34 ppm, integracdo de 2 hidrogénios, caracterizados como
dupletos e com acoplamento em orto com o par de hidrogénios adjacentes do anel,
J=8,2 ¢ 8,0 Hz.

A presenca dos hidrogénios referentes ao grupo BOC, ¢ indicada pelas posi¢des
16, 17 e 18. Estes hidrogénios foram equivalentes com deslocamento em 1,39 ppm, e

integragao de 9 hidrogénios.

4.3.6 Sintese dos intermediarios (25 e 26)

A obten¢ao dos intermediarios (25 e 26), foi conduzida de forma similar ao
acoplamento descrito para os intermediarios (8a-8c) (item 4.2.1) e (13a) (item 4.3.3),
por uso do acoplante HATU e base DIPEA e por isso ndo serdo novamente
apresentados aqui.

Dessa maneira, para se gerar (25 e 26), acoplou-se a fun¢do acido carboxilico do
intermediario derivado do acido 4-(aminometil) benzdico (PAMBA) (24), cuja amina
estd protegida por grupo BOC, com as arilaminas sem (9) e com flaor (12), resultando

no grupo amida (Figura 38). O mecanismo esta descrito na Figura 26 (item 4.2.1).
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Figura 38 - Esquema das sinteses dos intermediarios (25 e 26).

N

BOC
“NH BOC_ BOC
? NH, NH N
H H
N
F
HO. o) 12)
/ o)
a) F
(25)
NH,
NH
N NH, N _Boc
BOC H H
v N
N (]
(24) a) o
(26)
a) HATU, DIPEA, DMF anidro; 48h (25), 24 h (26); t.a., atmosfera N,.

Fonte: autoria propria, 2023.

As reacdes mostraram rendimentos de 61% (25) e 88% (26), mostrando a
eficiéncia do uso de HATU e DIPEA para acoplamento de formacao de amidas, (25)
mostrou um menor rendimento devido os dois reagentes (12 e 24) possuirem o grupo
BOC ocasionando impedimento estérico. Além disso, da mesma maneira citada em
reacdes anteriores, para obter (25) a protecdo na arilamina em meta em (12), foi
necessaria para o acoplamento ocorrer na amina em para em relagdo ao fluor, que por
ser um grupo retirador de elétrons reduz a nucleofilicidade da para-NH,. Além disso
(24) teve sua amina também protegida por BOC, para evitar o impedimento estérico na
reacdo de reagentes com aminas livres e inclusive evitar um possivel acoplamento da
amina primaria da metil-amina (14) com seu proprio grupo acido carboxilico formando
amida indesejada. Em (9) a prote¢do ndo era requerida uma vez que sua propor¢ao
levemente em excesso 1,4 eq. mol-1 em relacdo a (24) leva a formagdo da amida
almejada.

A caracterizagdo estrutural dos intermediarios (25 e 26), se deu por espectros de
infravermelho (IV) e de RMN 'H e 1*C. A Tabela 17 mostra suas caracteristicas fisico-
quimicas e seus os valores de absor¢do de infravermelho. A Tabela 18 mostra os

deslocamentos quimicos e as constantes de (25 e 26) por RMN.
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Tabela 17 - Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢@o no infravermelho dos intermediarios

(25). e (26).
AN \H/OAN 8o NH, \’KO/\N/BOC
H H H H
N N
/©/ 0 ©/ 0o
F
(25) (26)
Caracteristicas fisico-quimicas
Rendimento 61% 82%
Faixa de fusiao — 103 — 160 °C
Aspecto Semissolido marrom escuro So6lido amarelo claro
Valores de absor¢ao no infravermelho
Grupo funcional Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)
v N-H amina 3329,14 3340,71
aromatica
& N-H amina 1525,69 1525,69
aromatica
v C=0 amida 1697,36 1685,79
v C=0 ester 1697,36 1685,79
v C=C aromiticos 1614,42 1622,33
v C-N amina 1278,81 1267,23
aromatica
A% C-O ester 1 159,22 1 166,93
(C-C(=0)-0)

v = estiramento; & = deformagdo angular.
Fonte: autoria propria, 2023.

No espectro IV destes compostos (Tabela 17), verificou-se de modo semelhante
nestes intermedidrios: o grupo amida,banda C=O (banda amida I), com estiramento em
1697,36 cm™ (25) e 1685,79 cm™! (26), e banda N-H (banda amida II) com deformagio
angular em 1525,69 cm™ (25) e (26). As aminas aromaticas podem ser visualizadas pelo
estiramento da banda N-H em 3329,14 cm™ (25) e 3340,71 cm™! (26), e os estiramentos
C-N em 1278,81 cm™ (25) e 1267,23 cm! (26). O estiramento C=C do anel aromaticos
é observado em 1614,42 cm™ (25) e 1622,33 cm! (26). O grupo éster relativo ao BOC,
foi identificado pela banda C=0 em estiramento em 1697,36 cm™ (25) e 1685,79 cm’!
(26) sobrepondo a banda I da amida, e pela vibragao assimétrica mais importante de C-
O, vista como estiramento em 1159,22 cm™ (25) e 1166,93 cm™ (26).

Os resultados do RMN corroboram com as vibragdes encontradas na analise de

infravermelho dos compostos (25 e 26), como se pode ver na Tabela 18.



Tabela 18 - Deslocamentos quimicos e RMN 'H e '3C do intermedidrio (25 € 26).

3 2
o}
2
o
7 1 1
@ o TNH 1 £ N
2 . N
1 i 1 "
. 1
2 17
s

oF

o
k

2 2
o
25
20 2 _"n
o 26

2 23
o
2
5 7 2
g
- 1 . N
H 2 =
) 1
o 15

7
NH;
.
H
y N
6 - J
2 K
s 3
.

[e]
s

(25) (26)
Posicao 6 'H o 13C o 'H & 13C
1 - 132,95 - 143,10
2 - 128,77 - 126,45
7,48 (t,J=16,3 -
3 - 125,49 Hz, 1H)
4 ; 110,74 6,98 (m, 1H) -
Coalescéncia
7,37 (d,J=28.,0 - 116,14
Jed Hz, 2H) i
5 i 160.79 7,17 (m,A 1H) 116,28
Coalescéncia
6,96 (td, J = 6,79 (dd, J= 8,0, 123,36
6 8.4.3,0 Hz, 1H) 109,69 1,5 H, 1H)
7 8,73 (s, 1H) - 4,88 (s, 2H) -
8 9,75 (s, 1H) - 9,62 (s, 1H) -
9 - _ _ _
10 - 166,09 - 165,17
11 - - - 133,03
12 - 134,65 - -
793(d,J=79 127,78
12e16 - - Hz, 2H)
7,36 (d,J=179 126,64
13e15 - - Hz, 2H)
7,89 (d,J=179 - -
13e17 Hz, 2H) 128,20
14e16 7,43 (m, 2H) 127.26 - -
Coalescéncia
14 - - - 143,74
15 - 144,77 - -
17 4,20 (d,J=06,2 43,17
) ) Hz, 2H)
4,18 (d,J=6,2 6,61 (td,J=17,5, -
18 Hz, 1H) 43,61 1,4 Hz, 1H)
19 8,44 (s, 1H) - - 155,83
20 - 156,34 - -
21 - - - -
22 - - - 77,94
23 - 78,52 - -
23,24 ¢e25 1,41 (s, 9H) 28,24
24,25 ¢ 26 1,43 (s, 9H) 28,68 - -
30 - 80,64 - -




100

31,32¢33 1,38 (s, 9H) 28,43 - -

Fonte: autoria propria, 2023.

Na andlise de 'H em (25 e 26), os principais grupos que indicam a ocorréncia do
acoplamento sdo: amina (26), amidas; anéis aromaticos derivados das arilaminas (9 e
12) e da metil-amina (24).

A amina priméria presente somente em (26) ¢ indicada pela posi¢do 7, com
deslocamento de 4,88 ppm, caracterizado como simpleto e integragao de 2 hidrogénios.

A presenca das amidas ¢ indicada em (25) pelos hidrogénios nas posicdes 7
(indicagdo de acoplamento com grupo BOC), 8 (indicacdao de acoplamento com (24)), e
19 (indicagdo de acoplamento com grupo BOC advindo de (24)), com respectivos
deslocamentos em 8,73; 9,75 e 8,44 ppm, ambos caracterizados como simpletos com
integracdo de 1 hidrogénio. Em (26) a amida ¢ indicada pelos hidrogénios nas posi¢des
8 ¢ 18, com deslocamentos de 9,62 e 6,61 ppm, ambos com integragao de 1 hidrogénio,
onde 8 (indica acoplamento com (24)) se mostrou como simpleto e 18 (que sugere o
acoplamento com o grupo BOC advindo de (24)), como triplo dupleto, J = 7,5, 1,4 Hz,
devido acoplamento com os hidrogénios de 17.

O anel aromatico derivado das arilaminas em (25) ¢ indicado pelos hidrogénios
nas posi¢des 3, 4 e 6, onde 3 e 4 foram equivalentes com deslocamento de 7,37 ppm,
como dupleto, J = 8,0 Hz indicando acoplamento com hidrogénio adjacente, e
integragdo de 2 hidrogénios; 6 mostrou um deslocamento de 6,96 ppm, com integragao
de 1 hidrogenio, como triplo dupleto, devido acoplamento com o flior em 9 e
hidrogénio da amida em 7. Em (26) o anel ¢ indicado pelos hidrogénios nas posi¢des 3,
4,5 e 6, cada um com integragdo de 1 hidrogenio e deslocamentos de 7,48; 6,98; 7,17 e
6,79 ppm, onde especialmente 3 se mostrou como um tripleto indicando acoplamento
em orto com hidrogénio 5 do anel (J = 6,3 Hz); e 6 se mostrou como duplo dupleto
devido acoplamento orfo com o hidrogénio 4 do anel (J = 8,0 Hz) e para com
hidrogénio 6 (/= 1,5 Hz).

O anel aromatico derivado da metil-amina (24) ¢ indicado em (25) pelos pares
hidrogénios nas posi¢des 13 ¢ 17; ¢ 14 € 16; € em (26) pelos pares 12 e 16; e 13 e 15. Os
hidrogénios de cada par mostraram-se equivalentes, cada par com integracdo de 2
hidrogénios. Em (25) 13 e 17 mostraram um deslocamento de 7,89 ppm, como dupleto
com acoplamento em orto com um dos hidrogénios do par adjacente do anel (J = 7,9

Hz); e 14 e 16 mostraram deslocamento de 7,45 ppm, como multipleto. Em (26) 12 e
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16; e 13 e 15. mostraram respectivos deslocamentos de 7,93 ppm e 7,36 ppm, cada par
acoplando em orto (J = 7,9 Hz), com um dos hidrogénios do par adjacente no anel.

Na andlise de °C foi possivel verificar principalmente a presenca dos 10
carbonos quaternarios em (25) nas posigdes 1, 2, 5, 10, 12, 15, 20, 23, 27 e 30, com
deslocamentos em: 132,95; 128,77; 160,79; 166,09; 134,65; 144,77, 156,34; 78,52;
153,48 e 80,64 ppm. Em (26) verificou-se os 7 carbonos quaternarios em: 143,10;
126,45; 165,17, 133,03; 143,74; 155,83 ¢ 77,94.

4.3.7 Sintese dos compostos finais (19 e 23)

A remogdo do grupo BOC de (25 e 26) consistiu no uso de excesso do acido
trifluoroacético (TFA), levando aos compostos finais (19 e 23) (Figura 39), onde (19)
deriva-se do BRD-3308, que ¢ seletivo para HDAC-3; e (23) derivado do CI-994, nao
seletivo para a HDAC-3. O método foi semelhante ao utilizado para o composto (2a),
cujo mecanismo esta descrito no item 4.2.3 (Figura 30), e dessa maneira ndo sera

descrito aqui.

Figura 39 - Sintese dos compostos (19 ¢ 23).

BOC
~ BOC
NH H/ NH, NH,
N — N
a)
o
F F ° 19
(25) Derivado BRD-3308
BOC
NH, N NH; NH,
H
N — N
b)
o 0
23)
(26) Derivado C1-994
a) TFA, 3h, t.a.
b) TFA, DCM, 2h, t.a.

Fonte: autoria propria, 2023.

As reagdes mostraram rendimentos de 60% (19) e 33% (23), mostrando o TFA
como agente razoavel para a remog¢ao do grupo BOC. Estes rendimentos devem-se ao

impedimento estérico causado pelo grupo BOC. Em particular, (23) mostrou baixa



102

solubilidade em TFA, fator agravante para o rendimento, assim, foi necessario uso de
diclorometano e adi¢do do TFA em banho de gelo devido reagdo exotérmica.

O rendimento global, envolvendo todas as etapas anteriores, para obter (19) e
(23) foi de 10 e 15%, respectivamente.

A caracterizagdo estrutural dos compostos finais (19 e 23), foi realizada por
espectrofotometria na regido do infravermelho (IV) e de RMN 'H e *C. A Tabela 19
mostra suas caracteristicas fisico-quimicas e seus os valores de absor¢do de
infravermelho. A Tabela 20 mostra os deslocamentos quimicos e as constantes de (19 e

23) por RMN.

Tabela 19 - Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢ao no infravermelho dos compostos finais

(19) e (23).
NH, \”/Q/\NHQ NH, \H/Q/\NH2
N N
jon o8
.
(19)* (23)*
Caracteristicas fisico-quimicas
Rendimento 60% 33%
Faixa de fusiao — —
Aspecto Semissolido marrom escuro Semissolido amarelo claro
Valores de absorc¢ao no infravermelho
Grupo funcional Nimero de onda (cm™) Nimero de onda (cm™)
v N-H amina 3444,87 3446,79
aromatica
3 N-H amina 1514,12 1494,83
aromatica
v C=0 amida 1683,86 1647,21
v C=C aromiticos 1633,71 1616,35
v C-N amina 1207,47 1 136,07

aromatica

v = estiramento; & = deformacdo angular.
*Espectro com impurezas.
Fonte: autoria propria, 2023.

No espectro IV destes compostos (Tabela 19), verificou-se de modo semelhante
nestes intermediarios: o grupo amida por meio da banda C=0O (banda amida I) com
estiramento em 1683,86 cm™ (19) e 1647,21 cm™ (23), e da banda N-H (banda amida II)
com deformacio angular em 1514,12 (19) e 1494,83 cm™ (23). As aminas aromaticas
podem ser visualizadas pelo estiramento da banda N-H em 3444,87 (19) e 3446,79 cm™
(23), e os estiramentos C-N em 1207,47 cm™ (19) e 1136,07 cm™ (23). O estiramento
C=C do anel arométicos é observado em 1633,71 (19) e 1616,35 cm™ (23).
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Os resultados do RMN corroboram com as vibragdes encontradas na analise de

infravermelho dos compostos (19 e 23), como se pode ver na Tabela 20.

Tabela 20 - Deslocamentos quimicos € RMN 'H e '*C dos compostos finais (19 e 23).

14 18 13 17

7
15 NH, 12 14

NH219 8 Nsz
10 z 16 6 ) H 9 P 15
I 17 5 3 I 16
(19)* 23)*
Posicao o'H o 13C o'H o BC
1 - 147,00 - 143,63
2 - 145,58 - 134,23
7,25 (dd, J = 7,17(d,J=17,8 126,99
3 8,6, 2,5 Hz, 1H) 128,51 Hz, 1H)
6,55 (dd, J = 6,79 (dd, J = 8,0, 127,91
4 11,2, 3,0 Hz, 111,88 1,5 Hz, 1H)
1H)
5 - 158,01 6,98 (m, 1H) 127,30
6,37 (d,J=2,8 6,61 (dd, J= 8,8, 123,74
6 Hz, 1H) 101,44 7,3 Hz, 1H)
7 5,24 (s, 2H) - 4,00 (s, 2H) -
8 - - 9,69 (s, 1H) -
9 9,64 (s, 1H) - - 207,00
10 - 183,40 - -
11 - - - 141,89
12 - 146,25 - -
8,00 (d,J=179 128,36
12e 16 - Hz, 2H)
7,55 (d,J=8,0 116,74
13e15 - Hz, 2H)
8,02 (d,J=8,1 - -
13 e17 Hz, 2H) 138,85
7,56 (d,J=28.,0 - -
14 e 16 Hz, 2H) 137,65
14 - - - 165,44
15 - 154,80 - -
17 ] ] 3,51 (t,J=1,5 43,70
Hz, 2H)
439 (t,J=5,6 4,90 (s, 2H) ]
18 Hz, 2H) 9,80
19 4,12 (s, 2H) _ ; )

*RMN com impurezas.

Fonte: autoria propria, 2023.
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Apesar das tentativas de purificagdo por cromatografia, os espectros dos dois
produtos finais ainda mostraram impurezas devido a formacao de alguns subprodutos de
dificil separagcdo. Em (23), foi possivel verificar resquicios da cadeia alquilica do BOC
no 'H, em 2,09 ppm, como simpleto com integracdo de 9 hidrogenios, e em '°C, em
29,24 ppm, proximo ao que (26) mostrou como cadeia alquilica do BOC; além de
deslocamento em 70,26 ppm, que se aproxima do deslocamento do carbono quaternario
do grupo BOC de (26). Em (26) a cadeia alquilica do BOC ¢ representada nas posicdes
23, 24 e 25, equivalentes, onde em 'H, mostraram deslocamento de 1,41 ppm, como
simpleto e integragio de 9 hidrogénios, e em '>C em 28,24 ppm, além da posi¢io 22
(carbono quaternario do grupo BOC) com deslocamento de 77,94 ppm.

Em (19 e 23) os principais grupos em comum que sugerem a obtencdo do
produto final s3o: amina; amida; anéis aromaticos derivados das arilaminas (9 € 12) e do
intermediario (24).

A presenca das aminas ¢ indicada pelas posi¢des 7, 18 (23) e 19 (19), onde 18 e
19 indicam a auséncia do grupo BOC protetor, com respectivos deslocamentos em 4,90
(23) e 4,12 (19) ppm; e a posicdo 7 mostrou deslocamentos de 5,24 (em 19; sugere
auséncia de BOC) e 4,00 (23) ppm, todos como simpletos com integracao de 2
hidrogénios.

A presenca das amidas ¢ indicada pelas posi¢des 9 (19) e 8 (23), com
deslocamentos de 9,64 e 9,69 ppm, ambos como simpletos com integracdo de 1
hidrogénio.

A presenca do anel aromatico derivado das arilaminas ¢ indicado pelas posi¢des
em (19) em 3, 4 ¢ 6; em (23) em 3, 4, 5 ¢ 6; onde 3 em ambos mostrou o maior
deslocamento devido ser mais proximo as amidas e portanto, mais desblindados. Todos
com integragdo de 1 hidrogénio. Em (19) 3, 4 ¢ 6 mostraram respectivos deslocamentos
em 7,25; 6,55 e 6,37 ppm, onde 3 e 4 sdo duplo dupletos devido se acoplarem em meta
e orto com o fluor, e 6 um dupleto também por se acoplar em meta com o fluor ou a
amina. (23) mostrou respectivos deslocamentos em 7,17; 6,79; 6,98 e 6,61 ppm, como
dupleto, duplo dupleto, multipleto e duplo dupleto.

A presenca do anel aromatico derivado de (24), ¢ indicado pelos pares de
hidrogénios: em (19) 13 ¢ 17; 14 e 16; e em (23) 12 e 16; 13 e 15. Cada par mostrou-se
equivalente, com integragdo de 2 hidrogénios e com acoplamento em orto com o par de
hidrogénios adjacentes no anel (J= 7,9 a 8,1 Hz). Em (19), 13 e 17 mostrou

deslocamento em 8,02 ppm; e 14 ¢ 16 mostrou deslocamento em 7,56 ppm. Em (23), 12
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e 16 mostrou deslocamento em 8,00 ppm; e 13 e 15, mostrou deslocamento em 7,55
ppm.

Na andlise de '*C foi possivel verificar principalmente a presenga dos 6 carbonos
quaternario de (19) e dos 5 carbonos quaternarios de (23). Em (19) 1, 2, 5, 10, 12 e 15,
mostraram deslocamentos em 147,00; 145,58; 158,01; 183,40; 146,25; e 154,80 ppm.
Em (23) 1, 2, 9, 11 e 14, mostraram deslocamentos em 143,63; 134,23; 207,00; ¢
141,89; 165,44 ppm.

5. CONCLUSOES

Neste estudo, foram realizados estudos de modelagem molecular, que
permitiram identificar padrdes estruturais necessarios para interagdo com HDAC-3,
como por exemplo, a funcdo amina no grupo cap que mostrou interacdes mais
favoraveis a HDAC-3, a presenga do atomo de fluor na posicao 4, o substituinte
arilalquilico capaz de interagir com aminodcidos hidrofobicos no tinel interno da
HDAC-3 e a subunidade 2-aminobenzamida quelante do dtomo de zinco presente no
sitio ativo do alvo. Os estudos dos valores de docking score, que variaram de -6 a -9
Kcal/mol, permitiram identificar 6 possiveis compostos promissores que foram
sintetizados quimicamente.

Estes compostos foram divididos em duas séries, a saber: a) série A (2
compostos) e B (2 compostos), todas ligadas a 4cidos graxos para direcionamento aos
linfonodos. Assim, foram sintetizados ao todo 21 compostos, incluindo 6 compostos
finais (2 da série A derivados do 4cido palmitico, e 4 da série B com e sem cadeia
alquilica derivada do 4cido linoleico); e 13 intermediarios (6 da série A e 7 da série B).
Os rendimentos globais dos compostos finais variaram de 2 a 15%.

Na série A, os intermediarios iniciais conjugados aos acidos palmitico, linoleico
e linolénico (8a, 8b, 8c), mostraram rendimentos de 15-88%; os intermedidrios com
amina protegida por grupo BOC (11 e 12), mostraram rendimentos de 42-54%; o
intermediario final conjugado ao 4cido palmitico (13a) mostrou um rendimento de 26%;
e os 2 compostos finais conjugados ao acido palmitico (la e 2a), mostraram
rendimentos globais de 47-52%. Estes dois finais, tiveram suas sinteses otimizadas com
relagdo as suas sinteses ja realizadas no laboratdrio, proporcionando assim, uma nova
rota sintética com menos etapas e melhores rendimentos.

Na série B, os intermediarios iniciais conjugados aos acidos palmitico, linoleico

e linolénico (16a, 16b ¢ 16c), mostraram rendimentos de 4-23%; intermedidrio com
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amina protegida (24) mostrou um rendimento de 50%; intermedidrios finais mostraram
rendimentos de 42-88%. Todos estes compostos foram caracterizados por IV e RMN,
com excecao do intermediario da série B (16¢), um conjugado ao acido linolénico, que
devido auséncia de massa, realizou-se apenas o RMN.

A rota sintética convergente planejada e executada foi eficiente para obter os
compostos finais planejados, abrangendo os potenciais pro-farmacos. Demonstrou-se o
HATU e DIPEA como 6timos agentes para a sintese de peptideos (amidas), acoplando
todos os reagentes visados, incluindo os que levam a impedimentos estéricos como 0s
de longa cadeia alquilica graxa e os que possuem grupo BOC protetor. O uso do grupo
anidrido-BOC para prote¢do de aminas foi uma estratégia adequada para promover os
acoplamentos, onde tanto sua realizagdo com uso de catalisador, quanto somente com a
base foram efetivas; o uso da estratégia one pot evitou uma etapa e permitiu a obtencao
direta de um intermediario, facilitando o seguimento da rota sintética; o uso de TFA
embora tenha levado a rendimentos razoaveis, foi satisfatério em retirar o grupo BOC
protetora das aminas. Assim, todos os métodos sintéticos desenvolvidos permitiram a
obten¢do dos compostos desejados. Em estudos futuros se pretende avaliar a atividade
desses compostos e¢ a cinética de liberagcdo dos compostos, principalmente sua

capacidade de atingir e se concentrar nos linfonodos.
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APENDICE A - CARACTERIZACAO DOS REAGENTES
1. Acidos graxos palmitico (a), linoleico (b) e linolénico (c)

(a) Acido palmitico

2

3
HO 8
1 4 6 8 10 12 14 16

(b) Acido linoleico

2

3

HO
1 4 6 8 10 13 16 18 20

(¢) Acido linolénico

2

HO

Tabela 21 - Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢do no infravermelho (IV), do acido
palmitico (a), acido linoleico (b), acido linolénico (c).

Acido palmitico (a) Acido linoleico (b) Acido linolénico (c)
Caracteristicas fisico-quimicas
Faixa de fusiao 61 -70°C - -
Aspecto Sélido branco Liquido laranja claro Liquido amarelo
Valores de absorcao no infravermelho
Grupo funcional Nimero de onda (cm™) Nimero de onda (cm™') Nimero de onda (cm™)
v C=0 jc. carboxilico 1685,79 1708,93 1708,93
v O-H sc. carboxilico 3095,75 — 2538, 32 3008,95 - 2854,65 3010,89 - 2854,65
5-(CH2)N-n >7 719,45 725,23 723,31

v = estiramento; & = deformagdo angular.
Fonte: autoria propria, 2023.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6, ppm):

(a): (1) 5 11,97 (s, 1H), (4) § 2,17 (t, J = 7.4 Hz, 2H), (5) 5 1,47 (q, J = 7.1 Hz, 2H), (6 -
17) 8 1,23 (s, 24H), (18) & 0,85 (t, J = 6.9 Hz, 3H).

(b): (1) 5 11,96 (s, 1H), (4) 5 2,17 (t, J = 7.4 Hz, 2H), (5) 5 1,48 (h, J = 8.4 Hz, 2H), (6,
7,8,9, 17, 18, 19) 1,26 (m, 14H), (11, 12, 14, 15) § 5,32 (m, 4H), (13) § 2,73 (t, /= 6.8
Hz, 2H), (10, 16) 2,01 (q, J = 7.0 Hz, 4H), (20) 3 0,85 (t, J = 6.9 Hz, 3H).

(©): (1) 11,96 (s, 1H), (4) 2,18 (d, J= 7.4 Hz, 2H), (5) 1,47 (t, J = 7.3 Hz, 2H), (6, 7, 8,
9) 1,25 (s, 8H), (10, 19) 2,03 (ddd, J = 11.3, 8.4, 5.9 Hz, 4H), (11, 12, 14, 15, 17, 18) &
5,32 (m, 6H), (13, 16) 2,77 (t, J = 6.2 Hz, 4H), (20) 0,92 (td, /= 7.6, 1.1 Hz, 3H).
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RMN BC (150 MHz, DMSO-d6, ppm):

(a): (3) & 174,53, (4) & 33,69, (5) & 24,52, (6-15) & 29,06, 29,03, 29,01, 28,93, 28,77,
28,74, 28,57, (16) 5 31,32, (17) § 22,13, (18) & 13,98.

(b): (3) & 174,49, (4) § 33,69, (5) 5 22,13, (6) & 28,77, (7) & 28,59, (8) & 28,57, (9) &
28,65, (10) & 25,24, (11) & 129,72, (12) & 127,78, (13) & 24,52, (14) 5 127,76, (15) &
129,73, (16) § 26,65, (17) 5 29,04, (18) & 30,94, (19) 5 22,02, (20) & 13,93.

(©): (3) & 174,53, (4) & 33,70, (5) & 24,52, (6) § 29,01, (7) § 26,62, (8) 5 28,57, (9) &
28,54, (10) & 26,64, (11) § 129,92, (12) § 127,58, (13) § 25,13, (14) 5 127,92, (15) &
127,97, (16) § 25, 23, (17) 5 127,00, (18) & 131,52, (19) & 20,07, (20) 5 14,14

Figura 40 - Espectros de infravermelho dos compostos (a,b,c)
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Figura 41 - Espectro de RMN 'H de (a).
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Figura 43 - Espectro de RMN 'H de (b).
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Figura 45 - Espectro de RMN 'H de (c).
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Figura 46 - Espectro de RMN 3C de (¢).

5500
5000
4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000
500

r-500

-1000

r-1500

f--2000

-2500

r-3000

-3500

+-4000

PTPT —
£0°0C
(444
€1'SC W
€St
$9'92
S'8C
£5°8C

29'8C
10°6C
0L°ee \

9P-OSWA ¢S'6E

00szT
85°LT1 /
6Lt
L6°L21 W

6621 \

¢STTIET

ESYLT —

T
100

T
110

T
120

T
130

T
140

T
150

T
160

T
170

1 (ppm)



118

2. Acido 4 — aminobenzéico (PABA) (7)

9 6 5
HO
7

O

Tabela 22 - Caracteristicas fisico-quimicas ¢ valores de absor¢do no infravermelho (IV), do acido 4 —
aminobenzobico (7).

Acido 4 — aminobenzéico (7)

Caracteristicas fisico-quimicas

Faixa de fusiao 184 — 188 °C

Aspecto Sélido branco
Valores de absor¢ao no infravermelho

Grupo funcional Nimero de onda (cm™)

v C-NH2 amina aromatica 1327,03-1274,95

8 N-H amina aromitica 1597,06 sim.

v N-H amina aromatica 3460,30

v C=C aromiticos 1635,64

v C=0 jc. carboxilico 1685,79

v O-H sc. carboxilico 3363,86

v = estiramento; & = deformacdo angular.

Fonte: autoria propria, 2023.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6, ppm): (2, 6) & 7,61 (dd, J = 8.4, 1.5 Hz, 2H), (3, 5)
6,54 (m, 2H), (9) 11,96 (s, 1H), (10) 5 5,86 (s, 2H).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6, ppm): (1) § 116,79, (3, 5) § 112,45, (4) § 153,03, (2,
6) 5 131,11, (7) 5 167,41.

Figura 47 - Espectro de infravermelho de (7).
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Figura 48 - Espectros de RMN 'H de (7).
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Figura 49 - Espectro de RMN 3C de (7).
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3. Orto-Fenilenodiamina (9)

6 7
5 NH2
1
4 2 8
5 NH,

Tabela 23 - Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢do no infravermelho (IV), de orto-
fenilenodiamina (9).

Orto-Fenilenodiamina (9)

Caracteristicas fisico-quimicas

Faixa de fusiao 93 - 106 °C

Aspecto Sélido branco
Valores de absorc¢ao no infravermelho

Grupo funcional Nimero de onda (cm™)

v C-NH2 amina aromatica 1335,57-1271,09

8 N-H amina aromatica 1589,34 sim.

v N-H amina aromatica 3390,85

v C=C aromiticos 1627,92

v = estiramento; & = deformacdo angular.

Fonte: autoria propria, 2023.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6, ppm): (3, 6) & 6,36 (dd, J = 5.7, 3.4 Hz, 2H), (4, 5)
6,49 (dd, J= 5.7, 3.5 Hz, 2H), (7, 8) & 4,37 (s, 4H).

RMN B3C (150 MHz, DMSO-d6, ppm): (1, 2) 5 134,94, (3, 6) 5 114,52, (4, 5) &
117,28.

Figura 50 - Espectro de infravermelho de (9).
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Figura 51 - Espectro de RMN de 'H de (9).
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4. 5-fluoro-2-nitroanilina (10)

Tabela 24 - Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢do no infravermelho (IV), de 5-fluoro-2-
nitroanilina (10).

5-fluoro-2-nitroanilina (10)

Caracteristicas fisico-quimicas

Faixa de fusio 98 — 100 °C

Aspecto Solido amarelo
Valores de absor¢ao no infravermelho

Grupo funcional Numero de onda (cm™)

v C-NH2 amina aromatica 1334,74-125 1 ,81

8 N-H amina aromatica 1639,49 sim.

v N-H amina aromatica 3489,23-3469,94

v C=C aromaticos 1651 ,07

v N=O nitroaromatico 1566,20-1504,48 assim.

v C-N nitroaromatico 844,72

v = estiramento; & = deformacdo angular.

Fonte: autoria propria, 2023.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6, ppm): (3) & 8,06 (dd, J = 9.5, 6.1 Hz, 1H), (4) 6,75,
(dd, J=11.4, 2.8 Hz, 1H), (6) 6,48 (m, 1H), (7) 7, 59 (s, 2H).

RMN 3C (150 MHz, DMSO-d6, ppm): (1) § 148,28, (2) § 127,76, (3) 5 129,14, (4)
104,36, (5) 166,92, (6) & 103,33.

Figura 53 - Espectro de infravermelho de (10).
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Figura 54 - Espectros de RMN de 'H de (10).
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5. Acid0-4-(amin0metil) benzoico — (PAMBA) (14)

9 6 5 11
HO NH,

Tabela 25 — Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢do no infravermelho (IV), do acido-4-
(aminometil) benzoico (14).

Acido-4-(aminometil) benzoéico (14)

Caracteristicas fisico-quimicas

Faixa de fusiao 340 — 349 °C

Aspecto Soélido branco
Valores de absor¢ao no infravermelho

Grupo funcional Nimero de onda (cm™)

v C-NH2 amina alifitica 1328,95-1300,02

8 N-H amina alifatica 1541 . 12

v N-H amina alifatica 3057,17

v C=C aromiticos 1587,42

v C=0 ic. carboxilico 1639,49

v O-H sc. carboxilico 2628,98-2547,97

v = estiramento; & = deformacdo angular.

Fonte: autoria propria, 2023.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6, ppm): (2, 6) & 7,82 (m, 2H), 3, 5) 8 7,33 (d, J = 7.9
Hz, 2H), (10) & 4,03 (qd, J= 7.2, 2.0 Hz, 2H), (11) 5 8,46 (s, 2H).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6, ppm): (1) § 25,51, (2, 6) & 30,75, (3, 6) 20,82, (4) 6
59,83, (7) & 69,83, (10) 5 14,14

Figura 56 - Espectro infravermelho de (14).
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Figura 57 - Espectro de RMN 'H de (14).
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Figura 58 - Espectro de RMN 3C de (14).
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6. Cloreto de palmitoila (15a)

3

Tabela 26 - Caracteristicas fisico-quimicas e valores de absor¢ao no infravermelho (IV), do cloreto de
palmitoila (15a).

Cloreto de palmitoila (15a)

Caracteristicas fisico-quimicas

Aspecto Liquido incolor
Valores de absor¢ao no infravermelho

Grupo funcional Numero de onda (cm™)

5-(CH2)N-n>7 719,45

v C=0 1703,14

v C-Cl 688,59

v = estiramento; & = deformacdo angular.

Fonte: autoria propria, 2023.
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RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6, ppm): (4) 5 2,17 (t, J = 7.4 Hz, 2H), (5) 1,46 (q, J =
7.1 Hz, 2H), (6-17) 1,23 (s, 24H), (18) 0,84 (t, J = 6.9 Hz, 3H).

Figura 59 - Espectros de infravermelho de (15a).
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APENDICE B - MODELAGEM MOLECULAR DOS COMPOSTOS COM
FUNCAO AMINA CONJUGADOS A LIPIDEOS

Tabela 27 - Docking scores dos compostos com funcdo amina conjugados a lipideos planejados para
sintese e de seus compostos referéncia, CI-994 e BRD 3308.

COMPOSTO DOCKING
SCORE
HDAC-3
(KCAL/MOL)
4-ACETAMIDO-N-(2-AMINOFENIL) BENZAMIDA — -9,013
CI-994
H\H/
[e]
N-(2-AMINOFENIL)-4-(((9Z.,12Z)-OCTADECA-9,12- -8,916

DIENAMIDO)METIL) BENZAMIDE — (4B)
(o]

NH, N —~
" H
N
o)

4-ACETAMIDO-N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL) -8,850
BENZAMIDA -
BRD 3308

H
N
I \”/
H
N 0o
0
F

N-(2-AMINOFENIL)-4-((9Z,12Z)-OCTADECA-9,12- -8, 476
DIENAMIDO) BENZAMIDA - (1B)

NH

N-(2-AMINOFENIL)-4-((9Z,12Z,15Z)-OCTADECA-9,12,15- -8,392
TRIENAMIDO) BENZAMIDA - (1C)

NH
NH, Y\/\/\/\— — —
H
N 0

o]




N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL)-4-((9Z,12Z,157)-
OCTADECA-9,12,15-TRIENAMIDO) BENZAMIDA - (2C)

NH
NH; — . —
H
N O
o]
F

N-(2-AMINOFENIL)-4-PALMITAMIDO BENZAMIDA - (1A)

NH
NH, \n/\/\/\/\/\/\/\/
H
N (0]

N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL)-4-((9Z,12Z)-OCTADECA-
9,12-DIENAMIDO) BENZAMIDA - (2B)

NH
NH, — —
H
N 0
(o]
F

N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL)-4-PALMITAMIDO
BENZAMIDA - (2A)

NH
NH, \n/\/\/\/\/\/\/\/
H
N ]
0
F

N-(2-AMINOFENIL)-4-((9Z,12Z,15Z)-OCTADECA-9,12,15-
TRIENAMIDO)METIL) BENZAMIDA — (4C)
(e}

. \H/Q/\N)]\/\/\/\/a/:\/a/

N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL)-4-(((9Z,12Z)-OCTADECA-
9,12-DIENAMIDO)METIL) BENZAMIDA- (3B)
o]

§ \’KO/\N)I\/\/\/\/W
H
H
N
©
E

-8,392

-8,371

-7,719

-7,458

-5, 385

4,742

129
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N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL)-4-(PALMITAMIDOMETIL) -
BENZAMIDA — (3A)*

(0]
NH, \y(@/\h‘)l\/\/\/\/\/\/\/\
H
H
N
O
F

N-(2-AMINO-4-FLUOROFENIL)-4-(((9Z,12Z,15Z)- -
OCTADECA-9,12,15-TRIENAMIDO)METIL) BENZAMIDA -

BO)*
0]

NH, \H/O/\N)]\/\/\/\/WW
H H
N
ﬁj !
F

N-(2-AMINOFENIL)-4-(PALMITAMIDOMETIL) -
BENZAMIDE — (4A)*

(0}
NH, Y@/\N)J\/\/\/\/\/\/\/\
H H
N
©/ 0

*Compostos cujo software ndo realizou a ancoragem molecular.
a: acido palmitico;

b: 4cido linoleico;

c: acido linolénico.

Fonte: autoria propria, 2023.

Tabela 28 - Observagdo de presenca de quelagdo com zinco e interagdes especificas dos residuos
aminoacidos da proteina HDAC-3, com os compostos com fungdo amina conjugados a lipideos
planejados e seus compostos referéncia, CI-994 ¢ BRD 3308.

Compostos seletivos Compostos nao- seletivos BRD- CI-

(derivados BRD 3308) (derivados CI-994) 33008 994

(2a) (2b) (2¢) (3a) (3b) (3c) (1a) (Ab) (1c) (4a) (4b) (40

Quelacgiao com Zinco X X X X X X X X X X X X X X

Cavidade Histidina X X X X X X X X X X X
interna 134
HDAC-3 Histidina X X
135

Glicina 143 X X X X X X X X X X X
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Asparagina X X X
170

Tinel Fenilalanina X X X
hidrofébico 144

HDAC-3 Fenilalanina
200

Histidina
172

Cavidade  Asparagina X X X
externa 93

HDAC-3

X = Presenca de interagdo; Espagos em branco = ausé€ncia de interacdo especifica.

a: acido palmitico;
b: 4cido linoleico;
¢: acido linolénico.

Fonte: autoria propria, 2023.

Figura 61 - Ancoragem molecular dos compostos com func¢édo amina conjugados a lipideos que mostraram
melhores valores de docking score (4b) e (1a), derivados de CI-994. a) Mostra ancoragem molecular em 3D,
onde ¢ possivel ver a interagio com Zn>" e a distiAncia em angstrom (A), em rela¢io ao nitrogénio do grupo
amina livre (doacdo de H) e oxigénio da carbonila da amida (quelagdo) no nucleo benzamida. b) Mostra a
ancoragem molecular em 2D, com as interagdes especificas entre ligante e aminoacido, cuja cadeia ¢
representada como uma linha preta conectando os residuos. Os residuos que estdo presentes, mas nao t€ém
uma linha tracada para uma interacdo, estdo envolvidos em interagdes hidrofobicas inespecificas com o

ligante (SCHRODINGER, 2018e).
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o Charged (negative) _ Polar Distance — Salt bridge

» Charged (positive) & Unspecified residue #  H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination
Hydrophobic Hydration site ®-® Pi-Pistacking
Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Fonte: autoria propria, 2023.

Figura 62 - Ancoragem molecular dos compostos com fun¢do amina conjugados a lipideos que mostraram
melhores valores de docking score (2b) e (2¢), derivados de BRD3308. a) Mostra ancoragem molecular em
3D, onde ¢ possivel ver a interagio com Zn>" ¢ a distdncia em angstrom (A), em relagdo ao nitrogénio do
grupo amina livre (doagdo de H) e oxigénio da carbonila da amida (quelacdo) no nucleo benzamida. b)
Mostra a ancoragem molecular em 2D, com as interagdes especificas entre ligante e aminoacido, cuja cadeia
¢ representada como uma linha preta conectando os residuos. Os residuos que estdo presentes, mas nao tém
uma linha tragada para uma interacdo, estdo envolvidos em interacdes hidrofobicas inespecificas com o
ligante (SCHRODINGER, 2018e).

Composto (2b)

Fonte: autoria propria, 2023.
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Figura 64 - Espectro de RMN 'H de (8a).
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Figura 67 - Espectro de RMN 'H de (8b).
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Figura 66 - Espectro de RMN 'C de (8b).
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Figura 68 - Espectro de RMN 'H de (8c¢).
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Figura 69 - Espectro de RMN 3C de (8¢).
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2. Intermediario (11)

Figura 70 - Espectro de infravermelho de (11).

B U | AR U R Lt |
2400 2000 1800 1800 1400 1200 1000 800 600 400 200

4400 4000 3600 3200 2800

3

&

o

q

Figura 71 - Espectro de RMN 'H de (11).
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Figura 72 - Espectro de RMN 3C de (11).
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3. Intermediario (12)

Figura 73 - Espectro de infravermelho de (12).
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Figura 74 - Espectro de RMN 'H de (12).
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Figura 75 - Espectro RMN 3C de (12).
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4. Intermediario (13a)
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Figura 77 - Espectro de RMN 'H de (13a).

Figura 76 - Espectro infravermelho de (13a).
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Figura 78 - Espectro de RMN °C de (13a).
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Figura 80 - Espectro de RMN 'H de (1a).
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6. Composto final (2a)

23

12 (4c. palmitico — 16 carbonos)
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Figura 82 - Espectro de infravermelho de (2a).
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Figura 84 - Espectro de RMN 3C de (2a).
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Figura 85 - Espectros de infravermelho de (16a ¢ 16b).
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Figura 87 - Espectro de RMN '3C de (16a).
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Figura 88 - Espectro de RMN 'H de (16b).
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Figura 89 - Espectro de RMN '3C de (16b).

Ly24s
vLLTT
9L°LT

ozect
cE6LT
0L'6¢t

€L°6CT

86vPT —

L1791 —

U —

T
100

T
110

T
120

T
130

T
140

T
150

T
160

T
170

f1 (ppm)

Figura 90 - Espectro de RMN 'H de (16c¢).
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Figura 91 - Espectro de RMN 3C de (16¢).
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Figura 93 - Espectro de RMN 'H de (17b).
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3. Composto final (3b)
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Figura 97 - Espectro de RMN de *C de (3b).
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4. Composto final (4b)
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Figura 101 - Espectro de 3C de (4b).
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Figura 102 - Mapa de contorno de HMBC de (4b).
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5. Intermediario (24)

16

17

©

Figura 103 - Espectro de infravermelho de (24).
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Figura 105 - Espectro de RMN 3C de (24).
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Figura 106 - Espectro de infravermelho de (25).
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Figura 107 - Espectro de RMN 'H de (25).
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7. Intermediario (26)
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Figura 109 - Espectro de infravermelho de (26).
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Figura 111 - Espectro de RMN 3C de (26).

gl 2800
3
N o) T o m OoYTWLY ©% g 2600
-~ @ N~ o ~N $ <+ M N o~ by N g <
] I o M NYOn [CRv} a = N
] wn <+ ¢ (2] NN NN - ~ (] g @
— — o — o o - ~ < s ~N L 2400
\/ P \ \
2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
| | |
] [ L
A A , Lo
-200
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30
1 (ppm)
8. Composto final (19)
14 18
13 15
NHz
12
10 16
17
(0]
1
Figura 112 - Espectro de infravermelho de (19).
120
%T ]|
10—
100 s
i | & )
[~ ]
i \ o dh | & &1
— N 728 il ga |
- S T E8a § g 5
90— 28 eig § & N
i g & T = ¥
[x}
i o - |
N . @
] 3 g
- =3
80— i 1¢
=
1 5
N 3 8
(v
- 8
70— /o -
- ~ O
53
3 §5
N @

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 250




159

Figura 113 - Espectro de RMN 'H de (19).
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Figura 114 - Espectro de RMN 3C de (19).
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Figura 115 - Mapa de contorno de HMBC de (19).
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Figura 117 - Espectro de RMN 'H de (23).
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