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Resumo

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o causador da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA). Apesar de terem ocorridos muitos avancos com o desenvolvimento da
terapia antirretroviral (TARV), dados de 2021 mostraram que 38,4 milhdes de pessoas no
mundo viviam com o HIV, ocorrendo 1,5 milhdo de novos casos no referente ano e 650.000
mortes por doencas relacionadas a SIDA. A TARV néo é capaz de eliminar totalmente o virus
do organismo do individuo contaminado, permanecendo um reservatorio latente em locais
como o sistema linfatico, que possui acesso restrito aos farmacos. Com a interrup¢do do
tratamento, o virus volta a se replicar novamente. O uso de agentes reversores de laténcia
(ARLs) do virus HIV tém sido empregados na estratégia “kick and kill”, com o objetivo de
reativacdo do virus latente (“kick™) e sua posterior eliminacdo (“kill””). Dentre os ARLS, temos
os Inibidores de Histona Deacetilase (HDACI). Além disso, estratégias de direcionamento de
farmacos ao sistema linfatico através do aumento da massa molecular e da lipofilicidade dos
compostos, vem sendo descritas na literatura. Neste trabalho, realizamos a modelagem
molecular, sintese e caracterizacdo de inibidores de HDAC-3 acoplados com acidos graxos
visando promover o aumento da lipofilicidade e direcionamento ao sistema linfatico. Os
compostos foram inicialmente avaliados por meio de estudos in silico e tiveram seus valores de
Log P tedricos determinados. A caracterizacdo foi realizada por RMN de 'H e °C e
infravermelho (1V). Os valores de Log P experimentais foram determinados por HPLC-UV
(C18, fase movel MeOH:H;0, fluxo ImL/min, A = 210 nm). A caracterizagdo por meio do
RMN e IV sugerem a obtencdo dos compostos de interesse, com rendimentos globais de 45-
53%. Os testes in silico demonstram potencial capacidade de inibi¢cdo da enzima HDAC, com
docking score variando de -8,369 a -6,078. Os valores de Log P experimental (de 4,89 a >6,5)

justificam que esses compostos podem ser direcionados ao sistema linfatico

Palavras-chave: HIV, “kick and kill”, agentes reversores de laténcia, HDAC



Abstract

The human immunodeficiency virus (HIV) is the cause of Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS). Although there have been many advances with the discovery of
antiretroviral therapy (ART), data from 2021 showed that 38.4 million people in the world were
living with HIV, with 1.5 million new cases that year and 650,000 deaths from AIDS-related
illnesses. ART is not able to completely eliminate the virus from the infected individual's body,
leaving a latent reservoir in places like the lymphatic system, which has restricted access to the
drugs. With the interruption of treatment, the virus starts replicating again. The use of HIV
latency reversal agents (LRASs) has been employed in the "kick and kill" strategy, with the
objective of reactivating the latent virus ("kick™) and its subsequent elimination ("kill"). Among
the ARLS, we have the Histone Deacetylase Inhibitors (HDACI). In addition, strategies to target
drugs to the lymphatic system by increasing the molecular mass and lipophilicity of the
compounds have been described in the literature. In this work, we performed the molecular
modeling, synthesis and characterization of HDAC-3 inhibitors coupled with fatty acids aiming
to promote increased lipophilicity and targeting to the lymphatic system. The compounds were
initially evaluated by in silico studies and had their theoretical Log P values determined.
Characterization was performed by *H and *C NMR and infrared (IR). The experimental Log
P values were determined by HPLC-UV (C18, mobile phase MeOH:H0, flow rate 1mL/min,
A = 210 nm). Characterization by NMR and IR suggest obtaining the compounds of interest,
with global yields of 45-53%. The in silico tests demonstrate potential capacity to inhibit the
HDAC enzyme, with docking scores ranging from -8.369 to -6.078. The experimental Log P

values (from 4.89 to >6.5) justify that these compounds can be directed to the lymphatic system.

Keywords: HIV, “kick and kill”, latency reversal agentes, HDAC
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1. INTRODUCAO

1.1. O Virus HIV: Epidemiologia

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), identificado em 1981, € o causador da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), do inglés Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS), na qual ocorre o enfraquecimento do sistema imunologico do individuo
infectado, facilitando o contagio por patdgenos oportunistas (BARRE-SINOUSSI, et al. 1983;
POPOVIC, et al. 1984). Desde o registro dos primeiros casos de infeccdo por HIV,
aproximadamente 84,2 milhGes de pessoas ja se infectaram e 40,1 milhGes de pessoas morreram
por doencas relacionadas a AIDS. Embora muitos investimentos tenham sido feitos nos ultimos
anos e com eles obtido um grande avanco com o desenvolvimento da terapia antirretroviral
(TARV), estatisticas referentes ao ano de 2021 mostraram que 38,4 milhGes de pessoas no
mundo viviam com o HIV, ocorrendo 1,5 milhdo de novos casos no referente ano e 650.000

mortes por doencas relacionadas a AIDS (UNAIDS, 2022).

Do total de 38,4 milhGes de pessoas que viviam com o0 HIV em 2021, a faixa etaria mais
acometida foram os adultos (15 anos ou mais), sendo estes 36,7 milhdes. Ja as criangas entre 0
a 14 anos representavam 1,7 milhdes de casos, indicando que a transmisséo perinatal ainda é
uma preocupacao. Com relacdo ao sexo biolégico, 54% das pessoas que viviam com HIV eram
do sexo feminino. As consideradas “populacdes-chave” (trabalhadores do sexo e seus clientes,
gays, trans e pessoas usudrias de drogas injetaveis) abrangem 70% das novas infec¢des. Além
disso, 85% de 38,4 milhGes sabiam que estavam vivendo com o virus, enquanto 5,9 milhdes
nédo sabiam da infeccdo no ano de 2021, demonstrando uma falha no processo de diagndstico
da infeccdo (UNAIDS, 2022). Muitos portadores do HIV podem néo ser diagnosticados e

iniciar o tratamento em etapa muita tardia da doenca.
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E notavel que com o desenvolvimento da TARV o nimero de pessoas que morreram
em consequéncia a complicagdes da AIDS diminuiu significativamente. Com relagéo aos dados
de 2021, as mortes relacionadas a doenca foram reduzidas em 68% desde o Ultimo pico que
ocorreu em 2004, com 2 milhdes de mortes (UNAIDS, 2022). Entretanto, mesmo nos paises
com facil acesso ao tratamento, a expectativa de vida das pessoas ainda é menor quando
comparado a pessoas ndo infectadas (The Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration, 2008).
Um outro ponto a ser destacado, € 0 acesso aos medicamentos da TARV. Das 38,4 milhdes de
pessoas que viviam com o HIV em 2021, apenas 28,7 milhdes estavam tendo acesso a terapia

antirretroviral (UNAIDS, 2022).

Na Africa Subsaarina é onde temos 0 maior niimero de pessoas vivendo com o HIV
(UNAIDS, 2022). Entretanto, estudos de incidéncia mostraram um ressurgimento do aumento
de casos na América do Norte, América do Sul e Oceania. O crescimento é muito alto na RUssia,
Portugal, Ucrania e Brasil. Ja em alguns paises africanos, como Africa do Sul e Quénia, foi
possivel notar uma diminuicdo constante dos nimeros, embora ainda estejam altos. Também
ocorreu uma queda na China e no Subcontinente Indiano. Com relacdo a prevaléncia, ocorreu
um pico de casos em 2005, diminuindo por 5 anos e retomando uma tendéncia crescente desde
2010. O aumento é global, envolvendo paises como Africa do Sul, Portugal, Brasil, México,
Peru, Espanha, Alemanha e Estados Unidos. Além disso, mulheres tem maior taxa de

prevaléncia, enquanto homens tem maior taxa de mortalidade (GOVENDER, et al. 2021).

Na Figura 1 é possivel observar uma estimativa da distribuic&o de pessoas vivendo com

0 virus do HIV no ano de 2021, distribuido por regides do globo terrestre (UNAIDS, 2022).
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Figura 1. Epidemiologia da infeccéo pelo virus HIV.
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Fonte: adaptado de Unaids - Core Epidemiology Slides.

Com essas estimativas, € possivel concluir gue mesmo com 0s avancos nos Ultimos anos,
a infeccdo por HIV ainda é um problema de saude publica. Os virus de RNA (4cido
ribonucleico), como o HIV, geram grande preocupacdo, pois a sua replicacdo € sujeita a erros
gerando um alto indice de mutacGes. Um estudo publicado em margo de 2022 mostrou fortes
evidéncias de uma variante virulenta do subtipo B do HIV que circula na Holanda
provavelmente desde o final da década de 1990, mostrando que a epidemia de HIV ainda ndo
terminou (WYMANT, et al. 2022). Até o desenvolvimento deste estudo, ainda ndo existe um
tratamento que elimine totalmente a carga viral das pessoas contaminadas. Muito ainda precisa
ser entendido sobre o processo de infeccdo e estudos buscando a cura da doenca devem ser

feitos visando melhorar a qualidade de vida de todas as pessoas que vivem com 0 Virus.
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1.2. Infeccéo pelo virus HIV
A infecgdo pelo virus HIV se inicia através do contato com fluidos corporais (tecido
mucoso, sangue, pele rompida) de uma pessoa infectada. As células T CD4" sdo os principais
alvos do virus HIV e, ap0s certo tempo de contégio, o virus se instala nos tecidos da mucosa e

alcanca os 6rgdos linfoides (HAASE, 2005).

Ja no organismo do individuo contaminado, o HIV tem como porta de entrada nas
células o receptor CD4, que interage com a glicoproteina-120 (gp120) do envelope viral. O
virus forma entdo ligacdes subsequentes com o correceptor 5 de quimiocina CC (CCRs) e 0
correceptor 4 de quimiocina CXC (CXCRs), 0 que gera alteragbes conformacionais
irreversiveis permitindo a ligacdo do virus a célula. Em seguida, ocorre a fusdo do revestimento
viral com a membrana celular da célula humana, liberando o capsideo viral em seu interior,
contendo cdpias do RNA viral. Dentro da célula, 0 RNA viral sobre o processo de transcricao
reversa, pela acdo da enzima transcriptase reversa, enzima associada ao capsideo viral, gerando
0 DNA (&cido desoxirribonucleico) viral. Nesse momento, ocorre a desmontagem do capsideo
viral e 0 DNA viral forma um complexo de pré-integracdo (PIC) que compreende o DNA viral,
integrase viral e algumas proteinas do capsideo, bem como algumas proteinas celulares. O
transporte deste complexo para o ndcleo ocorre de maneira ativa por meio da passagem pelo
complexo de poros do nucleo, em células que possuem envelope nuclear. Apés entrar no nlcleo
da célula hospedeira, 0 DNA viral se liga ao material genético do hospedeiro, preferencialmente
em locais com alta densidade de genes e elevada atividade de transcri¢do, por meio da acao da
enzima integrase e, a partir deste momento, o virus passa a usufruir das enzimas da prépria
célula infectada para concluir a sua replicagdo. O DNA viral é transcrito pela acdo da RNA
polimerase humana, gerando RNA mensageiro e RNA gendmico. Este processo de transcri¢do
é influenciado por diversos fatores, como a posic¢ao de integragdo no genoma humano e pela

disponibilidade de fatores de transcri¢do positivos e negativos do hospedeiro, além de cofatores
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que se ligam e regulam o promotor do HIV. Apos ser sintetizado, 0 RNA mensageiro chega ao
citoplasma da célula e é traduzido em proteinas, como as proteinas estruturais e enzimas virais.
As proteinas séo clivadas pela protease viral e, juntamente com o RNA genémico, formam
novos virions aptos para infectar novas células. Os novos virions do HIV séo liberados da célula
por meio de brotamento da membrana plasmatica e seguem para infectar novos alvos (DEEKS,
etal., 2015; RAY; DOMS, 2006; SUZUKI; CRAIGIE, 2007). A Figura 2 contém um esquema

do processo de replicacdo do virus HIV.

Figura 2. Replicagdo do virus HIV.
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Fonte: adaptado de DEEKS, et al. 2015. A figura foi elaborada utilizando imagens retiradas do banco de

imagens de Servier Medical Art, Servier.

Logo apds o processo de infecgdo, inicia-se a resposta imunologica a partir das celulas
que foram infectadas. Nelas, ocorre a deteccdo de padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMPS), localizados em produtos do virus, por receptores de reconhecimento de patdégenos
(PRRs) da celula hospedeira (RUSTAGI; GALE, 2014). O primeiro estagio da infeccéo pelo

HIV é denominado de infecgdo primaria e nela é possivel observar uma alta viremia plasmaética,
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poucas células T CD4" e auséncia de anticorpos contra o HIV (SIMON, et al. 2006). Com a
interacdo entre PAMPs e PRRs, ocorre a producgdo de fatores sollveis como interferon (IFN),
citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias, que sdo substancias importantes para o recrutamento
de células da imunidade inata, como macrofagos, células natural-killer (NK) e células
dendriticas que irdo controlar inicialmente a propagacdo viral e ativar e modular a resposta
imune adaptativa (LOO; GALE, 2007). Nesse momento, 0 paciente apresenta alguns sintomas,
mas por eles a infeccdo é raramente reconhecida, pois muitos sdo inespecificos, como febre,
mal-estar, diarreia, entre outros, podendo ser relacionados a outras doencas. Como a quantidade
de virus é elevada, tem-se um alto risco de transmisséo da infecgdo (PALMISANO; VELLA,
2011). Apesar de existirem métodos para diagndstico da doenca, como ensaios soroldgicos para
deteccdo de anticorpos do HIV e para detec¢do direta do virus, o diagnostico na fase inicial é

muito dificil devido aos sintomas inespecificos.

Sem o tratamento, o HIV se replica e gera um aumento exponencial da viremia. O
sistema imunoldgico comeca a ter rea¢fes contra o virus presente e ocorre um aumento muito
grande de citocinas pré-inflamatorias produzidas pela imunidade inata (ALTER, et al. 2009).
Além disso, o processo de infeccdo causa uma grande perda nos linfocitos T CD4* fazendo com
gue o paciente desenvolva a imunodeficiéncia (MOIR; CHUN; FAUCI, 2011; MCCUNE,
2001). Muitos mecanismos estdo envolvidos nesta perda de células T CD4", como a prépria
infeccdo e os efeitos do virus na célula, apoptose de células ndo infectadas, ativacdo
imunoldgica e senescéncia (MOIR; CHUN; FAUCI, 2011; DOITSH; GREENE, 2016). Desta
forma, apos a infeccdo priméria, o HIV permanece em um estado crdnico, com perda de muitas
células do sistema imunoldgico, podendo gerar eventos associados ou ndo a AIDS
(PALMISANO; VELLA, 2011), como as infec¢bes por patdgenos oportunistas. No momento
em que comecam a surgir alguns problemas relacionados a AIDS, o diagndstico passa a ser

mais provavel. Entretanto, o virus ja se encontra em um estado bem avangado.
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Houve um grande avango com o desenvolvimento da terapia antirretroviral e devido a
alta variabilidade do virus, houve justificativa para a implementacdo também de tratamentos
antirretrovirais altamente ativos, combinando varios agentes potentes para suprimir a replicagdo
do virus. Com a inibicdo viral, 0 nimero de células T CD4" aumenta, diminuindo as
consequéncias da AIDS e diminuindo o nimero de mortalidade em decorréncia da doenga

(MOCROFT, et al. 1998; HOGG, et al. 1998).

1.3. Tratamento atual: Terapia Antirretroviral e suas limitacdes

Além da grande disseminacdo de medidas de prevencdo, um dos grandes avancos
relacionados a infeccdo por HIV se deu no desenvolvimento da terapia antirretroviral,
responsavel pela diminuicdo da mortalidade de individuos com o virus (MARCUS et al., 2016).
Com o uso correto dos medicamentos, que geralmente sdo bem tolerados, a replicacao viral é
inibida e a viremia reduzida consideravelmente, para niveis sanguineos indetectaveis mesmo
apos algumas semanas de tratamento, além de induzir o ganho de células T CD4* (MOCROFT,
et al. 2007; KAUFMANN, et al. 2003) evitando o surgimento de mutacfes resistentes aos
medicamentos e proporcionando, em muitos casos, uma boa recuperacdo do sistema
imunoldgico, prevenindo as complicacBes ocasionadas pela AIDS. Além disso, outro papel
importante da terapia antirretroviral é reduzir a transmissdo do virus. Com a diminuicao da
carga viral no sangue, estudos mostraram que ocorre a preven¢ao da transmissdo de mae para
filho (Centers for Disease Control and Prevention, 2006) e uma reducdo da infec¢do por via

sexual (MONTANER, et al. 2010).

Atualmente, existem cerca de trinta farmacos antirretrovirais aprovados (ZHAN, et al.
2016; DEEKS, et al. 2015). Os medicamentos estdo divididos em diferentes classes e cada uma
atua em diferentes etapas do ciclo de vida do HIV: os inibidores nucleosideos/nucleotideos da
transcriptase reversa (exemplos: abacavir, didanosina, lamivudina) bloqueiam a enzima

responsavel pela formacdo do DNA viral atuando como analogos de nucleosideos/nucleotideos
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naturais, ligando-se no sitio ativo da enzima e culminando no término da sintese do material
genético; inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa (exemplos: delaviridina,
efavirenz, nevirapina) que atuam na mesma enzima, mas se ligando em um bolséo proximo ao
seu sitio ativo (sitio alostérico), gerando uma mudanca conformacional que impede a sua acao;
inibidores da integrase (exemplos: dolutegravir, raltegravir) que inibem a enzima que insere o
DNA viral no material genético do hospedeiro; inibidores de protease (exemplos: atazanavir,
ritonavir, tripanavir), atuando no sitio ativo da protease viral e impedindo que as proteinas do
virus sejam clivadas para formacdo dos novos virions e os inibidores de entrada (exemplo:
enfuvirtida) que impedem a liberagdo do contetudo do virus na célula hospedeira (DEEKS, et
al. 2015). Os inibidores de entrada podem ser inibidores de fusdo, que interagem com uma
glicoproteina do virus e blogueia a fusdo do mesmo com a membrana celular ou ainda inibidores
de correceptores que interagem com o receptor CCR5 da célula hospedeira, impedindo a
interacdo dele com a gp120, glicoproteina viral importante no processo de entrada do virus

(DRAGIC, et al. 2000).

A Figura 3 mostra um resumo de todas as classes de medicamentos antirretrovirais e
suas etapas de inibicdo da replicacdo viral. Atualmente, sdo combinados medicamentos de
diferentes classes para compor a terapia antirretroviral e muitos estudos se atentam com relagédo
ao uso de tantos medicamentos que, apesar de possuirem efeitos adversos sutis, possuem uma
certa toxicidade a curto e longo prazo. O desenvolvimento de comprimidos Gnicos com mais

de um ativo foi um grande avanco na melhoria de adesdo ao tratamento.
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Figura 3. Atuacdo das diferentes classes de antirretrovirais na replicacdo do virus HIV.
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Embora tenha sido um desenvolvimento muito promissor, o uso da TARV a longo
prazo, pode gerar algumas toxicidades (exemplo: renal), alteragdes metabolicas (exemplo:
diabetes mellitus) e doenca de reconstituicdo imune (NOLAN; MALLAL, 2005; FRENCH, et
al. 2004; WYATT; KLOTMAN, 2006). Além disso, o virus sofre muitas mutacdes
(OVERBAUGHT; BANGHAN, 2001) o que dificulta o desenvolvimento de uma vacina. Mais
obstaculos no tratamento de pacientes com HIV consiste na falta de adesdo; efeitos colaterais;
0 surgimento de resisténcia aos medicamentos existentes; a baixa biodisponibilidade e

interacdes medicamentosas (DEEKS, 2003).

Um outro ponto a se ressaltar € que, embora a TARV impeca que novas células sejam
infectadas, ela ndo é capaz de eliminar o virus do organismo. Muitas das células T CD4*
infectadas acabam sendo eliminadas, mas algumas podem sobreviver e passar a um estado

desativado, contendo o material geneético viral integrado ao seu, mantendo-o em um estado
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latente, sem que ocorra a replicagdo viral, mas em uma falha na adesdo ao tratamento, 0 virus
pode vir a se recuperar em pouco tempo (DAVEY, et al., 1999). Mesmo que o diagndstico seja
feito muito rapido e a terapia iniciada logo no inicio da infeccdo, estudos mostraram que 0s
reservatorios ainda podem ser detectados (HENRICH, et al. 2017). Um dos seus principais
reservatorios € nos linfonodos, local que possui uma penetragdo muito limitada dos

medicamentos antirretrovirais (FLETCHER, et al., 2014).

Além do desenvolvimento da terapia antirretroviral, existem alguns relatos de busca
pela cura por meio de outras abordagens e estratégias. Como o caso do bebé do Missisipi, uma
crianca que nasceu de uma mae infectada e passou a receber a terapia horas depois do seu
nascimento, ficando por cerca de 3 anos sem virus detectavel, mas, infelizmente, aos 4 anos de
idade, ocorreu o rebote viral e a necessidade de iniciar a TARV novamente (PERSAUD, et al.
2013). Um outro relato foi do paciente de Berlim que eliminou totalmente o virus do seu corpo
por meio de rodadas de quimioterapia e de transplante de células-tronco. As células
transplantadas ndo possuiam CCRs, tornando as células T CD4* resistentes ao HIV (HUTTER,
et al. 2009). Houve um caso semelhante, o paciente de Londres, em que foi submetido a uma
doagéo de um doador homozigoto para o alelo CCRs ap0s receber quimioterapia para linfoma
de Hodgkin. Foi um tratamento mais brando, ndo recebendo irradiacdo no corpo inteiro. O
paciente permaneceu em remissao do HIV por 18 meses apenas (GUPTA, et al. 2019). Apesar
de se ter obtido um resultado positivo, esses procedimentos sdo de altos riscos e necessitam de
doadores com condigdes especificas e um gigantesco acompanhamento clinico. O mesmo
desfecho do paciente de Berlim, por exemplo, ainda ndo se repetiu, mas ocorreram muitas
mortes durante as novas tentativas, devido a condi¢cdes médicas ndo relacionadas ao HIV

(HUTTER, 2014).

Portanto, atualmente, o melhor e mais acessivel tratamento para o HIV continua sendo

a terapia antirretroviral, embora esta ndo leve a cura da infec¢do pelo virus e possua algumas
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desvantagens. Um dos grandes obstaculos na busca pela cura do HIV é a manutencdo de
reservatorios latentes do virus em locais com pouco acesso a farmacos, como 0 sistema

linfatico.

1.4. Reservatorio latente do virus HIV

Os reservatdrios latentes sdo formados por células infectadas que abrigam o pro-virus
do HIV em um estado inativo, sem produzir suas proteinas. Sem a transcricao viral, 0os antigenos
virais ndo sdo expressos e ndo sao detectados pelo sistema imune, ndo permitindo a
identificacdo e eliminacdo da célula infectada (EISELE; SILICIANO, 2012). Existem dois tipos
de laténcia do virus HIV: a laténcia pré-integracdo, na qual o DNA viral é parcialmente ou
completamente sintetizado, mas ndo € integrado ao material genético do hospedeiro,
permanecendo no citoplasma no complexo de pré-integracdo (PI1C). A integracéo ocorre apenas
quando a célula é ativada novamente. Esse tipo de infeccdo pode ser comum em células T CD4*
em repouso (ZACK, et al. 1990; BUKRINSKY, et al. 1991; CHUN, et al. 1997); e a principal
forma de laténcia, que é a pos-integracdo, em que o virus além de ter seu DNA sintetizado, este
também € integrado ao material genético da célula hospedeira, apenas ndo tem seus genes

expressos (CHUN, et al. 1997; FINZI, et al. 1997).

Ainda ndo estd completamente elucidado como os reservatérios do virus HIV sdo
formados. Existem estudos que sustentam a hipdtese de que o reservatério é gerado pela
proliferacdo de alguns tipos celulares infectados antes do inicio da TARV (ROSENBLOOM,
et al. 2017), enquanto outra hipotese diz sobre a infec¢Ges continuas e de baixo nivel nos
santuarios com a diminuicdo da concentracdo da terapia antirretroviral, além de se ter uma
penetragdo inadequada dos medicamentos antirretrovirais em alguns tecidos que o virus se
encontra e se replica (FLETCHER, et al. 2014). Entretanto, estd evidente a presenca deste

reservatorio nos pacientes e a importancia de sua eliminacdo para completa cura do HIV.
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As células T CD4" em estado de repouso sdo as principais constituintes do reservatorio
latente, ndo possuindo 0 maquinario necessario para a ativagdo da célula e do virus, tendo uma
cromatina heterocromatica, dificultando o acesso por parte das moléculas efetoras do virus
(CHUN, et al. 1997; COIRAS, et al. 2009; WOOD; BICKMORE, 2011). Estudos sugerem que
a laténcia nesse tipo celular ocorra por dois mecanismos: a infecgdo direta de células que estdo
em repouso (SWIGGARD, et al. 2005) ou pela infeccao de células T CD4" ativadas que passam
para um estado quiescente (CHAVEZ; CALVANESE; VERDIN, 2015). Entretanto, o
reservatorio latente ndo é formado apenas por esse tipo celular, envolvendo também outros tipos
de células T e integrantes da linhagem mieloide, como mondcitos/macréfagos, que podem
fagocitar células infectadas, aumentando a probabilidade de infec¢do, e células dendriticas, que
sdo células apresentadores de antigenos, além de células tronco hematopoiéticas (ZHU, et al.
2002; ZAIKQOS, et al. 2018). Muitas destas células, como as células T CD4" e os macro6fagos,
estdo constantemente transitando nos tecidos linfoides e ndo linfoides. Desta forma, o sistema
linfatico, local de acesso restrito aos farmacos, torna-se um dos principais reservatérios do virus
HIV (BELMONTE, et al. 2007; LORENZO-REDONDO, et al. 2016). Os reservatérios do
virus HIV também foram detectados em outros locais, como cérebro, pulmdes, figado, medula
0Ossea, tecidos reprodutivos e tecido adiposo (AVALOS, et al. 2017; AVALOQOS, et al. 2016;
DAHL, et al. 2014; FISCUS, et al. 2013; COUTURIER; LEWIS, et al. 2018). Apesar do HIV,
em experimentos in vitro, se integrar preferencialmente em genes com transcri¢do ativa
(SCHALLER, et al. 2011), estudos mostraram que em pacientes que vivem com a doenca e
estdo com uso de TARV, foram detectados virus em regides genémicas silenciosas, limitando

ou impedindo sua reativacdo (JIANG, et al. 2020).

Embora o uso da TARV mantenha o virus nesse estado latente e melhore a qualidade de
vida dos individuos, gerando beneficios também no controle da transmissdo, é importante

ressaltar que mesmo em um estado “dormente” o virus ainda pode induzir efeitos negativos no
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paciente infectado, desencadeando alteragcfes na sinalizacdo celular e disfungdes metabdlicas,
ocasionando uma inflamac&o persistente e envelhecimento prematuro do sistema imunol6gico
(ZHAO, et al. 2019; KHANAL, et al. 2020). Portanto, é urgente a necessidade de se encontrar
maneiras de eliminar tais reservatorios para que a pessoa infectada possa ter condi¢des de vidas

iguais a de pessoas que nunca passaram pela infeccdo do HIV.

Para entender como o virus permanece em um estado latente e como as abordagens
estudadas atualmente agem para reverter a laténcia, é importante compreender 0s mecanismos
celulares envolvidos na transcricdo do DNA viral em RNA mensageiro. Temos alguns fatores
celulares que suprimem a laténcia e outros que promovem a laténcia, atuando em diferentes
niveis moleculares do processo de transcricdo do HIV. Dentre os que promovem a laténcia, ou
seja, fazem com que o virus fiqgue em um estado dormente na célula, tem-se: modificadores de
histonas (ROMANI; ALLAHBAKHSHI, 2017), inibidores da transcricdo viral (MOUSSEAU,
et al. 2015), citocinas que induzem a diferenciacdo de células T em células de memoria
(CAMERON, et al. 2010) e repressores transcricionais (SAAYMAN, et al. 2014). Agora, 0s
que suprimem a laténcia e sdo capazes de reverter o estado dormente do virus, podem ser
estudados na terapéutica visando a eliminagdo destes reservatorios latentes. Sao eles: citocinas
ativadoras da célula T (FOLKS, et al. 1987), agonistas de receptores toll-like e rig-i-like
(ALVAREZ-CARBONELL, et al. 2017; LI, et al. 2016), efetores da via Nf-«kf, inibidores de
histonas deacetilases (ARCHIN, et al. 2017) e efetor pleiotrépico mTOR (BESNARD, et al.
2016). Portanto, uma estratégia atual para eliminar os reservatorios do virus HIV é empregar

agentes reversores de laténcia.

Ap0s o processo de integracdo viral, tanto a transcrigdo das proteinas do virus quanto
das proteinas do hospedeiro € em grande parte reguladas pelo estado de condensacdo da
cromatina. Os genes que estdo em regides compactadas do DNA, denominada de

heterocromatina, séo inativos, pois 0 estado condensado dificulta o acesso dos fatores de
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transcrigdo. Agora, 0s genes que estdo nas regides menos condensadas, denominadas de
eucromatina, sao aptos para transcri¢do (ALLSHIRE; MADHANI, 2018). Como mencionado
anteriormente, a integragdo do virus acontece primordialmente na eucromatina para que suas

proteinas possam ser geradas.

A cromatina é envolvida em um nucleo proteico octamérico com duas copias de cada
uma das proteinas histonas (H2A, H2B, H3 e H4) (KORNBERG, 1974). O conjunto das
histonas com o material genético é chamado de nucleossoma. Os dominios N-terminais de cada
histona estd projetado para fora do nucleossoma, estando sujeito a modificagdes. Na
heterocromatina, as interacdes entre a proteina histona e o material genético sdo mais
compactadas, enquanto na eucromatina sdo mais descompactadas. O material genético viral
também possui nucleossomos, nuc-0 e nuc-1, que estdo presentes mesmo quando é integrado
na eucromatina (DEMARCHI, et al. 1993; EASLEY, et al. 2010), sendo seu grau de

condensacdo também importante para a transcricao viral.

Muitos fatores estdo relacionados com o processo de condensagdo/descondensacao da
cromatina. Modificacfes pds-traducionais determinam o estado de condensacdo da cromatina,
pois alteram a capacidade da histona de recrutar complexos que séo importantes nesse processo.
Existem dois mecanismos importantes pelos quais a estrutura do nucleossoma pode ser alterada:
a primeira é por meio da acdo de complexos de remodelacéo da cromatina dependentes de ATP
(adenosina trifosfato) e a segunda envolve a atividade de proteinas modificadoras de histonas
que podem realizar processos como acetilagdo, metilacdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo
alterando a estrutura da interagdo Histona-DNA, tornando-o mais ou menos estavel (DE

CRIGNIS; MAHMOUDI, 2017).

Ap0s a integracdo viral, 0s nucleossomas do virus (nuc-0 e nuc-1) sdo ordenados dentro

da repeticdo terminal longa do HIV (LTR) que funciona como promotor do HIV (VAN LINT,
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et al. 1996). Particularmente o nuc-1, quando posicionado em torno do local de inicio da
transcricdo do HIV, contribui para a laténcia, bloqueando a transcri¢do pela RNA polimerase
viral. A inducdo de NF-kf3 permite que ela se ligue ao promotor do HIV e promova a transcrigdo
do virus, recrutando histonas acetiltransferases (HATS) para o promotor (LUSIC, et al. 2003;
BENKIRANE, et al. 1998). As HATS, acetilam as histonas e promovem a descompactacéo do
DNA, possibilitando a transcrigdo (ALLSHIRE; MADHANI, 2018). A acetilacido do promotor
resulta no recrutamento de um complexo de remodelacdo da cromatina (BAF) que ativa a
transcricdo pelo deslocamento de nuc-1, posicionando-o a jusante do local de inicio da
transcricdo (VAN LINT, et al., 1996; EASLEY, et al. 2010). Esse aumento do NF- k3 gera
também um aumento nos niveis de Tat viral, um potente ativador do virus que modula
fortemente a transcricdo viral (KARN, 2011). A Tat se liga ao elemento de resposta de
transcricdo (TAR) que estd no RNAm nascente e recruta o fator de alongamento de transcrigdo

positivo B (P-TEFb), que gera o alongamento da fita de RNA (WEST; LOWE; KARN, 2001).

Estudos mostraram que em HIV latente, ocorreu a predominancia de histonas

desacetiladas e trimetiladas (TYAGI., et al. 2010).

A Figura 4 contém uma representacdo dos fatores necessarios para a transcri¢cao do
virus e compara com o estado de laténcia do HIV. Portanto, pode-se concluir que os fatores NF-
kP e P-TEFb sdo importantes para a transcri¢do do virus. Explorar estes fatores, bem como as
enzimas responsaveis pela desacetilacdo, acetilagdo, metilacdo e outros processos de

modificagdes das histonas podem ser caminhos interessante para buscar a cura do HIV.
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Figura 4. Transcricdo do virus HIV e fatores importantes para o estabelecimento da laténcia.

Cromatina descondensada (eucromatina) Cromatina condensada (heterocromatina)
Transcrigdo do virus HIV Laténcia do virus HIV

Histona deacetilase

Histona m V @ @ (HDAC)

acetiltransferase  :
- : NF-xf P-TEFb Tat RNA ‘
t/ 3 i polimerase |
Tat N FAcetil J 5 Acetil
P-TEFb 3 .
[ \ b _J g 5’ ‘/ ; P \
“——\/—“ \[ N o | )
: ’ ) | 3
\/ NF-xp RNA ‘\/ g Iv‘, ‘\j -
o polimerase OBAF J y
nuc-0 nuc-1 : nuc-0
Repeticdo terminal longa do HIV (LTR) Repeti¢do terminal longa do HIV (LTR)

Fonte: adaptado de AHLENSTIEL, et al. 2020. A figura foi elaborada utilizando imagens retiradas do banco de

imagens de Servier Medical Art, Servier.

1.5. Agentes Reversores de Laténcia (ARLS) e estratégia “kick-and-kill” ou “shock-

and-kill”

Uma estratégia para eliminagdo do HIV latente é 0 “kick and kill” ou “shock and kill”
por meio do uso de agentes reversores de laténcia (ARLs). Como o motivo da reinfeccdo ao
interromper a TARV ocorre em decorréncia do material genético viral que permanece latente
no interior da célula hospedeira, essa estratégia visa reverter a laténcia do virus, para que ele
volte a produzir suas proteinas virais (“kick”, “shock’), sendo entdo reconhecido pelo sistema
imunologico do individuo ou anticorpos oriundos de vacinas, por exemplo, para ser
completamente eliminado (“kill”) (DEEKS, et al. 2015). Além disso, 0s virus que seriam
reativados seriam impedidos de infectar outras células com o uso de algumas classes de

antirretrovirais (Figura 5).
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Figura 5. Estratégia “kick and kill” ou “shock and kill”.
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Fonte: proprio autor. A figura foi elaborada utilizando imagens retiradas do banco de imagens de Servier

Medical Art, Servier.

Existem diversas classes de ARLS, como por exemplo: agonistas de proteina quinase C,
responsaveis por ativar isoformas da enzima que inicia a sinalizacdo por NF-kf induzindo a
transcricdo do HIV (JIANG; DANDEKAR, 2015); inibidores de bromodominios, que
aumentam o recrutamento de P-TEFb; inibidores de histona metiltransferases, que impedem a
metilag&o das histonas; antagonista de CCRs, que pode interagir com o receptor CCRs e induzir
a ativagdo de NF-kB, amentando a transcricdo do HIV (MADRID-ELENA, et al. 2018; DE
CRIGNIS; MAHMOUDI, 2017; HENDERSON, et al. 2020), entre outros. No nosso estudo,
trabalhamos com a classe dos inibidores de histona deacetilase (HDACI) que inibem esta
enzima, gerando acetilacdo da histona e possibilitando a transcricdo do HIV (VAN LINT, et al.

1996).

1.6. Inibidores de histona deacetilase (HDACI)
Os inibidores da enzima Histona Deacetilase sd&o ARLS que se destacam por
demonstrarem uma boa eficacia clinica. As Histonas Deacetilases (HDAC) séo enzimas

localizadas no interior das células que realizam a desacetilacdo de lisinas acetiladas na cauda
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das histonas, proteinas responsaveis pelo processo de compactacdo e descompactagcdo do DNA

(ARCHIN, et al., 2009).

O processo de acetilacdo da histona neutraliza a carga positiva dos residuos de lisina,
modulando a estrutura do nucleossoma (KOUZARIDES, 2007). Quando as histonas estéo
desacetiladas, ocorre a compactacdo do DNA, nédo sendo possivel a transcricdo, mantendo a
célula e o virus contido em seu interior em um estado latente. Por meio da acdo dos inibidores
de HDACS, os grupamentos acetil ndo sdo removidos, uma vez que a enzima responsavel por
essa remocao estard inibida, ficando as histonas em um estado de hiperacetilagdo, mantendo o
DNA descompactado e permitindo a transcricdo do material genético e a producéo das proteinas
virais que serdo reconhecidas e eliminadas conforme mencionado anteriormente (Figura 6)

(VAN LINT, et al., 1996; XING; SILICIANO, 2013).

Figura 6. Processo de deacetilacdo da lisina das histonas mediado pela HDAC.
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Fonte: adaptado de ADHIKARI, et al. 2020. A figura foi elaborada utilizando imagens retiradas do banco de

imagens de Servier Medical Art, Servier.
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Existem quatro diferentes classes de HDAC: a classe | engloba as HDAC1, HDAC?2,
HDAC3 e HDACS8 que sdo expressas no nucleo e possuem dominio desacetilase (FU, et al.
2007); a classe Il pode ser dividida em IIA (HDAC4, HDACS5, HDAC7 e HDAC9) e 1IB
(HDACG6 e HDAC10), estando presentes no nucleo e no citoplasma (VERDIN, et al. 2003); a
classe 11l envolvem as sirtuinas que ndo possuem fungdes associadas as HDACSs de classe | e
Il; a classe 1V engloba a HDAC11 que é encontrada no nucleo e no citoplasma (GAO, et al.
2002). As HDACs de classe | e 11 sdo dependentes de interagdo com o fon Zn?* de seu sitio
ativo enquanto as HDAC de classe 11l sdéo NAD-dependentes (GREGORETTI, et al. 2004;
LAHM, et al., 2007). Além de atuar na modulacdo do material genético, as HDACs atuam em
varias outras vias de sinalizacdo, sendo importantes para o controle de condicGes
fisiopatologicas normais e doentes (CHAKRABARTI, et al. 2015; AMIN, et al. 2017). Como
existem muitos tipos de HDACs com estruturas bastante semelhantes, € de extrema importancia
que ao se pensar em um inibidor da enzima, trabalhe com um que seja mais seletivo para a

forma de interesse.

As enzimas HDACs de classe | possuem uma grande semelhanca estrutural com uma
proteina de levedura, a RPD3 (TAUNTON, et al. 1996). A HDAC3 ¢ codificada de forma
semelhante a proteina RPD3, mas possui sua estrutura bastante diferente quando comparada
com as outras HDACs de mesma classe (THOMAS, 2014). Da mesma forma que as HDACs 1
e 2, a HDACS3 requer o recrutamento de grandes complexos co-repressores de mdultiplas
subunidades para que tenha sua atividade maxima. Entretanto, a HDAC3 é recrutada para um
complexo diferente das demais, onde interage com componentes importantes para sua ativagéo.
Com relagéo a sua estrutura, a HDAC3 possui folha B paralela de oito filamentos englobados
por a-hélices. Contém também um unico residuo de tirosina proximo ao seu sitio ativo que deve

interagir com o substrato para regular a especificidade da enzima, além do &omo de Zn?
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(WATSON; et al. 2012). Considerando a sua seletividade e especificidade, a HDAC3 foi

considerada um alvo promissor para combater maltiplas doencas (SARKAR, et al. 2020).

Um dos primeiros estudos sobre o uso de inibidores de HDAC na reativacdo do HIV,
testou o acido valproico, inibidor de HDAC utilizado para tratamento de epilepsia e transtornos
bipolares, mas nao foi eficiente em diminuir o nimero de células T CD4" infectadas em estado
latente (ROUTY, et al. 2012). Outros ARLS testados em humanos foram capazes de induzir a
expressdao do RNA viral, bem como a producdo de virions. Estudos com o vorinostat e
panobinostat mostraram que ocorreu um aumento no nivel de RNA do HIV com a
administracdo do medicamento, mas 0 reservatorio latente ainda permaneceu presente
(ELLIOTT, et al. 2014; RASMUSSEN, et al. 2014). Um piloto recente avaliou também o
resultado de infuses multiplas de romidepsin e mostrou aumento do RNA do HIV na maioria
dos pacientes (SOGAARD, et al. 2015). Dentro das HDACs de classe I, a diminui¢cdo da
atividade de HDAC1 e HDAC?2 sozinho ou em combinagdo ndo ativou a transcri¢cdo do virus
HIV, enquanto a inibicdo de HDACS levou a ativacdo do HIV latente. Portanto, a inibicdo da
HDACS3 foi considerada crucial para a reativacdo do HIV (HUBER, et al., 2011). O composto
BRD3308 possuiu destaque na inibicdo de HDACS3 e foi capaz de induzir a replicacdo do virus

(BARTON, et al. 2014).

Existem algumas hip6teses para a persisténcia do reservatério latente nos estudos com
0s ARLs. A resposta imune é prejudicada durante a infecgdo crénica, podendo ser incapaz de
eliminar as células infectadas (SHAN, et al. 2012). Além disso, os inibidores de HDAC podem
suprimir a resposta de células T citotoxicas (JONES, et al. 2014). Por conta disso, o uso de
agentes imunomoduladores é muito importante. Entretanto, estudos também mostraram que
alguns inibidores de HDAC néo foram capazes de reduzir o tamanho dos reservatorios mesmo
guando combinados com estratégias imunoterapéuticas (DEEKS, et al. 2021). Tal observacgéo

pode ser em decorréncia da inducéo insuficiente dos reservatérios pelos ARLs ou ainda uma
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falha na acdo da imunoterapia. Um ponto que chama muita atencdo € o acesso limitado dos
ARLSs aos locais de reservatorio do virus HIV, como o sistema linfatico. Tal fato pode estar
ocasionando uma ineficaz reativacdo viral, uma vez que os reservatorios destes santuarios
permanecerdo intactos se os farmacos ndo forem capazes de acessa-los. Além disso, alguns
ARLSs séo pouco eficientes contra alguns tipos celulares que abrigam o HIV, como macréfagos
e células microgliais, além de modularem a expressdo génica de maneira geral, podendo
ocasionar efeitos adversos (ELLIS, et al. 2007). Portanto, os potenciais agentes reversores de
laténcia devem ser melhorados para reduzir a toxicidade, melhorar a acdo dos farmacos em
todos os tipos celulares capazes de armazenar o reservatorio latente e aumentar a sua poténcia,
buscando estratégias de entrega mais efetiva destes farmacos aos focos de reservatorios do virus

HIV.

1.7. Direcionamento de farmacos ao sistema linfatico
Os reservatorios latentes do virus HIV podem ter muitas localiza¢Ges anatémicas, como
os linfonodos, tecido linfatico associado ao intestino (GALT) (YUKL, et al. 2013) e o cérebro
(WALLET, et al. 2019), sendo considerados santuarios do virus, pois os farmacos
antirretrovirais atualmente existentes possuem acesso limitado a estes locais, sendo mais um

desafio a ser enfrentado para e eliminacéo dos reservatorios latentes (FLETCHER, et al. 2014).

Apesar do uso de ARLS ser uma estratégia muito interessante, devido ao acesso limitado
de farmacos ao sistema linfatico, os inibidores de HDAC, bem como outros farmacos, sdo
direcionados a corrente sanguinea, permanecendo intacto o reservatorio latente de HIV nos
linfonodos. Portanto, uma outra abordagem interessante é o direcionamento dos farmacos

reversores de laténcia para o sistema linfatico.

Considerando um farmaco administrado pela via oral, uma molécula com tamanho

elevado pode restringir em partes 0 acesso ao sangue, podendo culminar no direcionamento de
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parte do farmaco a linfa mesentérica. Quando temos moléculas pequenas, elas se difundem
facilmente pelos capilares sanguineos e linfaticos e tendem a serem levadas pelos capilares
sanguineos que possuem taxas de fluxo muito superiores ao fluxo linfatico. Entretanto,
moléculas grandes sdo capazes de serem direcionadas aos vasos linfaticos, embora ndo
exclusivamente, pois seu tamanho impede o0 acesso imediato ao sangue. Para tanto, as moléculas
de baixo pelo molecular podem ser associadas com transportadores macromoleculares
lipofilicos sintéticos/enddgenos ou a células que possuem propriedades linfotrdpicas

(TREVASKIS, 2015).

Além disso, a lipofilicidade é outro pardmetro importante para o direcionamento a linfa.
Estudos exploraram candidatos a farmacos altamente lipofilicos combinados com sistemas de
distribuicdo a base de lipidios e mostraram que ambas as estratégias sao Uteis para direcionar
os farmacos ao sistema linfatico (TREVASKIS, et al., 2010). Uma abordagem muito
interessante € a sintese de um farmaco que tenha a sua lipofilicidade temporariamente
aumentada por meio da sintese de um pré-farmaco lipofilico através da conjugacdo do farmaco

original com componente lipofilico (LAMBERT; 2000).

A entrada de farmacos lipofilicos no sistema linfatico segue um caminho semelhante ao
dos lipidios da dieta. Os triglicerideos adquiridos por meio da alimentacdo séo clivados no
limen intestinal em &cidos graxos (AG) e monoglicerideos (MG) que sdo absorvidos pelos
enterdcitos e, no interior dessa célula, sdo convertidos novamente em triglicerideos que se
combinam com fosfolipidios e apoliproproteinas no reticulo endoplasmatico rugoso (RER),
formando uma lipoproteina nascente que passa ao complexo de Golgi, sendo exocitada do
intestino por meio dos vasos linfaticos mesentéricos. Os farmacos que sdo pouco lipossoluveis,
apos serem absorvidos pelos enterdcitos, caem direto para os capilares sanguineos intestinais.
Entretanto, aqueles com LogP (coeficiente de parti¢cdo) > 5 seguem o caminho descrito para 0s

triglicerideos, sendo empacotados em lipoproteinas e atingindo o sistema linfatico
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(TREVASKIS, et al., 2008; TREVASKIS, et al., 2015; YANEZ, et al., 2011) (Figura 7). A
estratégia de direcionar os farmacos ao sistema linfatico, além de permitir o acesso ao
reservatorio de HIV dos linfonodos, evita 0 metabolismo de primeira passagem dos farmacos

no figado.

Figura 7. Direcionamento de farmacos de administragao oral para o sistema linfatico.
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Fonte: adaptado de TREVASKIS; PORTER, 2015. A figura foi elaborada utilizando imagens retiradas do banco

de imagens de Servier Medical Art, Servier.

Para aumento da lipofilicidade dos farmacos, uma alternativa é o acoplamento com
compostos muito lipossolUveis, como os acidos graxos que sao lipidios essenciais para todas as
células do nosso organismo. Apesar dos mamiferos possuirem a capacidade de produzir alguns
acidos graxos, os poli-insaturados de cadeias longas s6 podem ser obtidos a partir de

precursores da dieta (BRENNER; 1987). O acoplamento do farmaco com acido graxo, além de
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aumentar a lipofilicidade do mesmo, caso ocorra a clivagem do pro-farmaco in vivo, liberaria

uma substancia também importante para o organismo do individuo.

Considerando o nimero de pessoas que vivem atualmente com o HIV, os problemas
relacionados ao reservatorio latente e adesdo a TARV, bem como a toxicidade do uso de
medicamentos administrados por toda a vida, nota-se a importancia de estudos que visem a
obtencdo de farmacos para eliminacdo completa do reservatério latente do virus,
proporcionando uma melhora ainda maior na qualidade de vida destes pacientes e a diminui¢éo
dréstica no numero de novas infec¢Bes. Pensando nisso, o presente estudo visou o planejamento,
sintese e caracterizacdo de moléculas que atuassem como reversores de laténcia por meio da
inibicdo da enzima histona deacetilase 3 (HDAC3), e que fossem direcionados ao sistema
linfatico por meio do acoplamento com &cidos graxos, com o objetivo de atingir um dos

principais focos do reservatdrio viral que ndo é facilmente alcancado por outros farmacos.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo realizar a modelagem molecular, planejamento,
sintese e caracterizacdo de novos inibidores de HDAC-3 acoplados com acidos graxos, para

atuarem como agentes reversores de laténcia direcionados ao sistema linfatico.

2.1. Objetivos Especificos
» Planejamento estrutural assistido por modelagem molecular de inibidores de HDAC3
acoplados com &acidos graxos;
= Sintese, isolamento e caracterizacdo dos compostos da Série 1;
= Sintese, isolamento e caracterizacdo dos compostos da Série 2;

= Auvaliacdo do Log P teorico e experimental das quatro moléculas finais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Planejamento Estrutural
Os inibidores de HDAC ndo seletivos e seletivos de classe | demonstraram ser indutores
potentes da expressdo do HIV em modelos de laténcia (YLISASIGUI, et al. 2004; ARCHIN,
foi capaz de ativar o HIV latente (HUBER, et al. 2011; BARTON, et al. 2014). Considerando
a ampla gama de atividades das HDACs no organismo, a obtencdo de um composto seletivo é

necessaria para reduzir os efeitos toxicos desses medicamentos.

Compostos a base de benzamida foram demonstrados como inibidores seletivos para
HDAC de classe I, sendo capazes de interagir com o atomo de Zn?* presente em seu sitio ativo
(CHEN, et al. 2009; WAGNER, et al. 2013). Buscando a seletividade para a HDAC3, estudos
mostraram que a substituicdo por grupos volumosos na posicdo p-amino dificulta a interacéo
com a enzima. A principal diferenca do sitio ativo da HDACS3 € que ela possui um residuo de
Tirosina-107 enquanto as HDACs 1 e 2 possuem um residuo de Serina-119. Essa modificacdo
gera um impedimento estérico entre os residuos de aminoacido do sitio ativo da HDACS,
permitindo uma melhor interacdo com atomos menores, como hidrogénio e flior (WAGNER,

et al. 2015; CAO, F.; ZWINDERMAN, M.R.H; DEKKER F.J.; 2018).

O CI-994 (tacedinalina) é um composto ja bastante conhecido e estudado que possui
mecanismo de acdo por meio da inibicdo das HDACs (KRAKER, et al. 2003), sendo seletivo
para a classe | e possui bom comportamento em estudos em humanos (PRAKASH, et al. 2001).
A partir deste composto, pesquisadores realizaram uma modifica¢do entre um hidrogénio e um
atomo de fluor na posicdo para do grupo benzamida, resultando no composto BRD3308. A
Figura 8 contém a estrutura dos compostos C1-994 e BRD3308 com os respectivos 1Cso para

os tipos 1, 2 e 3 da HDAC (WAGNER, et al. 2016). E possivel notar que o CI-994 apresentou
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valores de 1Cso mais baixos para as trés enzimas quando comparado com BRD3308, sendo o
valor menor referente a HDAC1. Com esses resultados, € possivel interpretar que este composto
seria bastante eficiente na inibicdo de mais um tipo de HDAC. J& o composto BRD3308
apresentou um valor bem menor de 1Cso para a HDAC3, quando comparado com as outras

enzimas, mostrando uma certa seletividade para este tipo de HDAC.

Figura 8. Comparacéo da acdo dos compostos CI-994 e BRD3308 sob as HDACs 1, 2 e 3.
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Fonte: adaptado de WAGNER, et al. 2016.

Considerando isso, a proposta do projeto foi realizar o acoplamento de inibidores de
HDAC3 com dois acidos graxos, o acido palmitico e o acido linolénico, visando obter uma
molécula final com Log P > 5 para que, quando administrada via oral, siga um caminho
semelhante ao dos triglicerideos da dieta e seja direcionado ao sistema linfatico, conforme
descrito por Trevaskis et al., 2008, Trevaskis et al., 2015 e Yafez et al., 2011. Na Figura 9,
temos uma ilustracdo de dois inibidores de HDAC3 e as duas estruturas finais de cada um

quando acoplados aos acidos graxos.
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Figura 9. Inibidores de HDAC direcionados ao sistema linfatico.

Série 1 — Derivados do BRD3308

e
i . Acidos Graxos
N + ]
o Acido Palmitico
]
.

o Acido Linolenico

Série 2 — Derivados do CI-994
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o Acido Linolénico

Fonte: préprio autor.

3.2. Modelagem Molecular

Para realizacdo da modelagem molecular, utilizou-se o software Maestro® 2018-4

(SCHRODINGER, 2017a) em um computador com sistema operacional Windows 7 Home

Premium, processador Intel Core 17-4790 com memoria de 16 Gb e placa de processamento

grafico Nvidea Gforce GTX 980. A estrutura cristalografica de HDAC-3 foi obtida no banco

de dados PDB (Protein Data Bank), sob o codigo 4A69 com resolucéo de 2,06 A (WATSON,

et al. 2012). A estrutura se apresenta cristalizada com seu inibidor I0P.

Ap0s a importacdo da estrutura para o software, ocorreu a preparacdo da mesma para o

estudo de ancoragem molecular utilizando a fungdo Protein Preparation Wizard. O seguinte

protocolo foi executado: (i) remocdo das moleculas de agua; (ii) adicdo de atomos de

hidrogénio; (iii) preenchimento de cadeias laterais incompletas; (iv) minimizagdo de energia

utilizando o campo de forga OPLS3. A caixa de interagdo (“grid”) foi definida pelo Receptor
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Grid Generation (SCHRODINGER, 2017b), com dimensdes de 10 A x 10 A x 10 A. Seguido
do preparo das proteinas, os ligantes foram desenhados e importados no formato SDF para o
software Maestro® e sua preparacao se deu através da fungdo Ligand Preparation (LigPrep) a
fim de realizar a minimizacdo de energia utilizando campo de forca OPLS3, e obter a

simulacdo dos possiveis estados de ionizagdo em pH 7 £ 2 (SCHRODINGER, 2017c).

A fim de determinar a eficiéncia de todos os parametros utilizados neste estudo, o
modelo foi validado por redocking, em que os ligantes originais das proteinas sdo removidos e
posteriormente ancorados no mesmo sitio enzimatico. A qualidade do resultado foi analisada
pelo célculo Root Mean Square Desviation (RMSD) entre o ligante co-cristalizado e o
“redocado”. O valor obtido é considerado de confianca quando o RMSD for inferior a 2 A

(YUSF, et al. 2008).

3.3. Metodologia Sintética
As Figuras 10 e 11 representam as etapas sintéticas para sintese de dois derivados da
Série 1, contendo um atomo de flior, sendo um acoplado ao acido palmitico e outro ao
linolénico, e dois derivados da Série 2, também sendo um acoplado ao acido palmitico e outro

ao linolénico, gerando as estruturas finais, (9) (12) e (16) (17).

As principais rea¢6es envolvidas no processo, foram: reacdes de protecédo e desprotecdo
de grupamento amina; reacdes de reducdo do grupamento nitro para uma amina primaria;

reacOes de acoplamento com agentes acoplantes para formacao de amidas.



Figura 10. Etapas sintéticas para obtencao dos derivados da Série 1.
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Figura 11. Etapas sintéticas para obtencdo dos derivados da Série 2.
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Fonte: préprio autor.

3.3.1. Sintese dos derivados da Série 1

3.3.1.1. Sintese do composto (2)

A primeira reacdo sintética para a sintese de terc-butil N-(5-fluoro-2-nitrofenil)
carbamato (2) envolveu a protecdo do grupamento amina priméaria do reagente 5-fllor-2-
nitroanilina (1) com o agente protetor dicarbonato de di-terc-butila (BOC) conforme

apresentado na figura abaixo (Figura 12).

Figura 12. Etapa sintética para obtencdo do composto (2).
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Fonte: préprio autor.
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Procedimento experimental

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foi adicionado 800,0 mg (1 eg.mol™) do
reagente 5-fluor-2-nitroanilina (reagente limitante), solubilizando-o em 6 mL de tetraidrofurano
(THF), seguido pela adicio de 2,354 mL (2 eq.mol ™) do agente protetor BOC e 313,9 mg (0,5
eq.mol™?) do catalisador 4-dimetilaminopiridina (DMAP). A reacdo foi mantida em refluxo, a
65 °C, sob agitacéo, por 24 horas, sendo acompanhada por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando hexano/acetato de etila (9:1, v/v) como fase mdvel e revelacdo sob luz
ultravioleta com comprimento de onda de 254 nm. Apos 24 horas, o THF foi evaporado com
auxilio de rotaevaporador e o contetdo do baldo submetido a extracdo liquido-liquido com
acetato de etila e 4gua, sendo a fase organica coletada e a fase aquosa descartada apds a
completa remocdo do contetdo organico. A fase organica foi seca pela adi¢do de sulfato de
sodio anidro e posteriormente filtrada. O acetato de etila foi evaporado. Realizou-se a
purificacdo por cromatografia em coluna de bancada com altura aproximada de 15 cm da fase
estacionaria Silica Flash e com fase mével constituida de hexano/acetato de etila (9:1, v/v). O
produto terc-butil N-(5-fluoro-2-nitrofenil) carbamato (2) foi obtido como um sélido amarelo e

com rendimento em torno de 33,53% e fator de retencdo (R¢) aproximado de 0,950.

3.3.1.2. Sintese dos compostos (3) e (6)
Para a sintese dos intermedidrios terc-butil N-(2-amino-5-fluorofenil) carbamato (3) e
terc-butil N-[2-(4-aminobenzamida)-5-fluorofenil] carbamato (6), foi feita a reducdo do
grupamento nitro-aromatico dos precursores (2) e (5) em amina, conforme demonstrado nas

reacOes a seguir (Figura 13).
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Figura 13. Etapa sintética para obtencdo dos compostos (3) e (6).
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Fonte: préprio autor.

Procedimento experimental para sintese de (3)

Adicionou-se em um baldo de fundo redondo de 50 mL 300,0 mg (1 eg.mol™?) do
composto precursor (2) contendo o grupamento nitro, solubilizando-o em 7 mL de metanol e
adicionando 313,3 mg (5 eq.mol™) de cloreto de aménio (NH4CI) diluido previamente em 2 mL
de &gua destilada. O contetido do baldo foi mantido sob agitagdo por 2 minutos e adicionou-se
261,7 mg (4 eq.mol™) de ferro metalico. A reagdo foi mantida sob refluxo, a 65 °C e agitacéo
por 4h. A reagédo foi acompanhada por CCD, utilizando hexano/acetato de etila (7:3, v/v) como
fase movel, com revelagdo sob luz ultravioleta (254 nm) e com o uso da solucdo de ninidrina

2%, sendo que a amina formada apresentou coloracéo rosa apés a placa de CCD borrifada com
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ninidrina 2% permanecer alguns minutos na estufa. Ap6s o tempo de reacdo, o contetido foi
filtrado em celite para a remocéo do ferro, lavado com metanol que foi rotaevaporado. Realizou-
se a extracdo liquido/liquido com acetato de etila e agua, sendo a fase orgénica coletada e a
aquosa descartada apds completa remogdo do composto organico. O excesso de agua foi
removido com a adi¢do de sulfato de sodio anidro e a solucdo filtrada. O acetato de etila foi
evaporado e o s6lido submetido a cromatografia em coluna de bancada utilizando 20 cm de fase
estacionéria Silica Flash e fase movel composta de hexano/acetato de etila (7:3, v/v). Apés a
purificacdo, obteve-se um solido de coloragdo roxa bem escura, rendimento aproximado de

83,05% e Rf aproximado de 0,447.
Procedimento experimental para sintese de (6)

Adicionou-se em um baldo de fundo redondo de 50 mL 120,0 mg (1 eq.mol?) do
composto precursor (5), solubilizando-o em 7 mL de metanol e adicionando 85,6 mg (5 eg.mol’
1y de cloreto de amdnio (NH4CI) diluido previamente em 2 mL de agua destilada. O contedido
do baldo foi mantido sob agitacdo por 2 minutos e adicionou-se 71,5 mg (4 eq.mol™) de ferro
metalico. A reacdo foi mantida sob refluxo, a 65 °C e agitacdo por 2h. A reacdo foi acompanhada
por CCD, utilizando hexano/acetato de etila (5:5, v/v) como fase mével, com revelacdo sob luz
ultravioleta (254 nm) e com o uso da solucéo de ninidrina 2%, sendo que a amina formada
apresentou coloracdo rosa apos a placa de CCD borrifada com ninidrina 2% permanecer alguns
minutos na estufa. Apds o tempo de reacdo, o conteudo foi filtrado em celite para a remogéo do
ferro, lavado com metanol que foi rotaevaporado. Realizou-se a extracdo liquido/liquido com
acetato de etila e agua, sendo a fase organica coletada e a aquosa descartada apds completa
remocao do composto organico. O excesso de agua foi removido com a adicdo de sulfato de
sodio anidro e a solucdo filtrada. O acetato de etila foi evaporado e o sélido submetido a

cromatografia em coluna de bancada com 10 cm de fase estacionéria Silica Flash e fase mével
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composta de hexano/acetato de etila (5:5, v/v). Apés a purificagdo, obteve-se um sélido de

coloragéo bege bem clara, rendimento em torno de 54,30% e Rt aproximado de 0,350.

3.3.1.3. Sintese dos compostos (5), (8) e (11) (adaptado WAGNER, et al. 2016).

A metodologia para formacdo das amidas terc-butil N-[5-fluoro-2-(4-nitrobenzamida)
fenil] carbamato (5), terc-butil N-[5-fluoro-2-(4-hexadecanamidobenzamida) fenil] carbamato
(8) e terc-butil N-(5-fluoro-2-{4-[(9E,12E,15E)-octadeca-9,12,15-trienamida]benzamida}
fenil) carbamato (11) a partir dos precursores (3) e (6) utilizou o agente acoplante (1-
[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazol  [4,5-b]piridino 3 ¢&xido hexafluorofosfato

(HATU), como representado na Figura 14.

Figura 14. Etapa sintética para obtengdo dos compostos (5), (8) e (11).
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Procedimento experimental para sintese de (5)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foi adicionado 655,8 mg (1,3 eq.mol™?) do
agente acoplante HATU, 300,4 pL (1,3 eq.mol™?) da base N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), 5
mL de dimetilformamida (DMF) e 288,3 mg (1,3 eq.mol™?) do intermediario carboxilado acido
4-nitrobenzoico (4). A reacéo foi mantida sob agitacdo, temperatura ambiente e atmosfera de
nitrogénio por 1 hora. Apds este periodo, adicionou-se 300 mg (1 eqg.mol) do composto
contendo o grupamento amino (3). Manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo, temperatura
ambiente e atmosfera de nitrogénio por 48 horas. O acompanhamento da reacéo foi feito por
meio de CCD utilizando a fase mdvel hexano/acetato de etila (5:5, v/v), sendo revelados sob
luz ultravioleta (254 nm). Passadas as 48 horas, 0 meio reacional foi submetido a extracdo
liquido-liquido com acetato de etila e agua, sendo a fase organica coletada e a aquosa
descartada. A fase organica foi seca pela adicdo de sulfato de sddio anidro e posteriormente
filtrada. Evaporou-se o acetato de etila e o solido formado foi submetido a cromatografia em
coluna de bancada utilizando 15 cm da fase estacionaria Silica Flash e hexano/acetato de etila
(5:5, v/v) como fase mdvel. Apods a purificacdo, obteve-se um sélido de coloracdo bege,

rendimento de aproximadamente 40,18% e R¢ aproximado de 0,833.
Procedimento experimental para sintese de (8)

Em um bal3o de fundo redondo de 50 mL, foi adicionado 78,7 mg (1,3 eg.mol™?) do
agente acoplante HATU, 36, 1uL (1,3 eq.mol™) da base N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), 5
mL de dimetilformamida (DMF) e 53,1 mg (1,3 eg.mol™?) do intermediario carboxilado acido
palmitico (7). A reacdo foi mantida sob agitacdo, temperatura ambiente e atmosfera de
nitrogénio por 1 hora. Apos este periodo, adicionou-se 55 mg (1 eg.mol™?) do composto
contendo o grupamento amino (6). Manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo, temperatura

ambiente e atmosfera de nitrogénio por 48 horas. O acompanhamento da reacdo foi feito por
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meio de CCD utilizando a fase mével hexano/acetato de etila (5:5, v/v), sendo revelados sob
luz ultravioleta (254 nm). Passadas as 48 horas, 0 meio reacional foi submetido a extragédo
liquido-liquido com acetato de etila e &gua, sendo a fase orgéanica coletada e a aquosa
descartada. A fase orgéanica foi seca pela adicdo de sulfato de sddio anidro e posteriormente
filtrada. Evaporou-se o acetato de etila e o solido formado foi submetido a cromatografia em
coluna de bancada utilizando 15 cm da fase estacionaria Silica Flash e hexano/acetato de etila
(5:5, v/iv) como fase movel. Apds a purificacdo, obteve-se um sélido de coloragdo branca,

rendimento de 32,29% e Rr aproximado de 0,700.
Procedimento experimental para sintese de (11)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foi adicionado 229,2 mg (1,3 eq.mol™?) do
agente acoplante HATU, 104,9 L (1,3 eq.mol™?) da base N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), 5
mL de dimetilformamida (DMF) e 183,7 uL (1,3 eq.mol™?) do intermediario carboxilado acido
linolénico (10). A reacdo foi mantida sob agitacdo, temperatura ambiente e atmosfera de
nitrogénio por 1 hora. Apos este periodo, adicionou-se 160,0 mg (1 eg.mol™) do composto
contendo o grupamento amino (6). Manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo, temperatura
ambiente e atmosfera de nitrogénio por 48 horas. O acompanhamento da reacgéo foi feito por
meio de CCD utilizando a fase mével hexano/acetato de etila (5:5, v/v), sendo revelados sob
luz ultravioleta (254 nm). Passadas as 48 horas, o0 meio reacional foi submetido a extragdo
liquido-liquido com acetato de etila e agua, sendo a fase orgéanica coletada e a aquosa
descartada. A fase organica foi seca pela adicdo de sulfato de sddio anidro e posteriormente
filtrada. Evaporou-se o acetato de etila e o sélido formado foi submetido a cromatografia em
coluna de bancada, utilizando 15 cm da fase estacionaria Silica Flash e hexano/acetato de etila
(5:5, v/v) como fase movel. Apoés a purificagdo, obteve-se um composto amarelo oleoso, com

rendimento de 38,02% e R¢ aproximado de 0,875.



50

3.3.1.4. Sintese dos compostos (9) e (12).
A remogdo do grupo protetor BOC dos intermediarios (8) e (11) levou a formacédo dos
compostos finais N-(2-amino-4-fluorofenil)-4-hexadecanamidobenzamida (9) e N-(2-amino-4-

fluorofenil)-4-[(9E, 12E, 15E)-octadeca-9,12,15-trienamida] benzamida (12) (Figura 15).

Figura 15. Etapa sintética para obtengdo dos compostos (9) e (12).
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Fonte: préprio autor

Procedimento experimental para sintese de (9)

Em um bal3o de fundo redondo de 10 mL, foi adicionado 30,0 mg (1 eq.mol?) do
intermediario contendo o grupo protetor BOC (8) e aproximadamente 19,8 L (5 eq.mol™?) de
acido trifluoracético (TFA). Manteve-se a reagdo em temperatura ambiente e agitacdo por 3
horas, sendo acompanhado por CCD, utilizando como fase mével hexano/acetato de etila (5:5,
v/v) e revelado sob luz ultravioleta (254 nm). Apds o tempo de 3 horas, o TFA foi neutralizado
pela adicdo de bicarbonato de sddio e a solucdo submetida a extragdo liquido-liquido com

acetato de etila e agua. A fase organica foi coletada e seca com sulfato de sddio anidro, sendo



51

posteriormente filtrada. O acetato de etila foi evaporado, obtendo-se o produto (9), sélido de

coloragéo branco, rendimento em torno de 40,16% e Rr aproximado de 0,688.
Procedimento experimental para sintese de (12)

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL, foi adicionado o intermediario contendo o
grupo protetor BOC (11) e aproximadamente 63,4 pL (5 eq.mol™) de acido trifluoracético
(TFA). Manteve-se a reacdo em temperatura ambiente e agitacdo por 3 horas, sendo
acompanhado por CCD, utilizando como fase movel hexano/acetato de etila (5:5, v/v) e
revelado sob luz ultravioleta (254 nm). Apds o tempo de 3 horas, o TFA foi neutralizado pela
adicdo de bicarbonato de sodio e a solugdo submetida a extracdo liquido-liquido com acetato
de etila e &gua. A fase organica foi coletada e seca com sulfato de sddio anidro, sendo
posteriormente filtrada. O acetato de etila foi evaporado, obtendo-se o produto desejado com

um aspecto fisico amarelo oleoso, rendimento em torno de 71,86% e Rfaproximado de 0,725.
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3.3.2. Sintese dos derivados da Série 2

3.3.2.1. Sintese do composto (14) e (16)

Para formacéo das amidas N-(2-aminofenil)-4-nitrobenzamida (14) e N-(2-aminofenil)-

4-hexadecanamidobenzamida (16), utilizou-se uma metodologia sintética de acoplamento com

o cloreto de oxalila, conforme demonstrado abaixo (Figura 16).

Figura 16. Etapa sintética para obtencdo dos compostos (14) e (16).
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Fonte: préprio autor.

Procedimento experimental para sintese de (14)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, adicionou-se 500,0 mg (1 eq.mol™?) do

composto carboxilico acido 4-nitrobenzdico (4), solubilizando-os em 5 mL de diclorometano,

seguido da adicdo de 640,0 L (2,5 eq.mol™) de cloreto de oxalila e 3 gotas de DMF. A reagéo

foi mantida em agitacdo, temperatura ambiente e atmosfera de nitrogénio por 4 horas. Passado

esse tempo, o contetdo do baldo foi transferido para um béquer e mantido na capela por 5

minutos para evaporagdo do diclorometano. Enquanto ocorria a evaporacdo do solvente, em
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outro baldo de fundo redondo de 50 mL, foi adicionado 970,0 mg (3 eq.mol™) do composto
contendo o grupamento amina (13), 5 mL de THF e 657,0 pL (2 eq.mol™?) de 4-metilmorfolina.
O baldo foi colocado para agitagdo em banho de gelo. Apds completa evaporacdo do
diclorometano do béquer referente a primeira etapa, o conteudo foi solubilizado em THF e
transferido, gota a gota, para o baldo mantido em agitacdo e banho de gelo. A reacdo foi mantida
sob agitacéo e temperatura ambiente, overnight. A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando
acetato de etila’/hexano (8:2, v/v) como fase mével. No dia seguinte, o0 THF foi rotaevaporado
e 0 conteudo solido submetido a extracdo liquido-liquido com acetato de etila e agua, sendo
coletada a fase organica, na qual se adicionou sulfato de s6dio anidro para remocao das
moléculas de agua, passando por uma filtracdo posterior. Apds evaporacao do acetato de etila,
foi conduzida a purificagdo por cromatografia em coluna de bancada com 20 cm de fase
estacionaria Silica Flash e de fase moével acetato de etila’hexano (8:2, v/v). Apds a purificagdo,
foi obtido um s6lido de coloragcdo marrom claro, rendimento de 76,97% e Rfaproximado de

0,914.
Procedimento experimental para sintese de (16)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, adicionou-se 80,0 mg (1 eg.mol?) do
composto carboxilico &cido palmitico (7), solubilizando-os em 5 mL de diclorometano, seguido
da adicéo de 66,9 pL (2,5 eq.mol™) de cloreto de oxalila e 3 gotas de DMF. A reagdo foi mantida
em agitacédo, temperatura ambiente e atmosfera de nitrogénio por 4 horas. Passado esse tempo,
0 contetudo do baldo foi transferido para um béquer e mantido na capela por 5 minutos para
evaporacdo do diclorometano. Enquanto ocorria a evaporagdo do solvente, em outro baldo de
fundo redondo de 50 mL, foi adicionado 210,0 mg (3 eq.mol) do composto contendo o
grupamento amina (15), 5 mL de THF e 68,6 pL (2 eq.mol™) de 4-metilmorfolina. O bal3o foi
colocado para agitacdo em banho de gelo. Apds completa evaporacdo do diclorometano do

béquer referente a primeira etapa, o contetdo foi solubilizado em THF e transferido, gota a
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gota, para o baldo mantido em agitacéo e banho de gelo. A reacdo foi mantida sob agitacdo e
temperatura ambiente, overnight. A reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando
hexano/acetato de etila (5:5, v/v) como fase moével. No dia seguinte, o THF foi rotaevaporado
e 0 conteudo solido submetido a extracdo liquido-liquido com acetato de etila e agua, sendo
coletada a fase orgéanica, na qual se adicionou sulfato de s6dio anidro para remocao das
moléculas de agua, passando por uma filtracdo posterior. Apds evaporacao do acetato de etila,
foi conduzida a purificagdo por cromatografia em coluna de bancada com 15 cm de fase
estaciondria Silica Flash e de fase mdvel hexano/acetato de etila (5:5, v/v). Apo6s a purificacéo,

foi obtido um sélido branco, rendimento de 20,66% e Rsde 0,650.

3.3.2.2. Sintese do composto (15)
Para a sintese do composto 4-amino-N-(2-aminofenil)benzamida (15) foi feita a reducéo
do grupamento nitro-aromatico do precursor (14) em amina, conforme demonstrado na Figura

17.

Figura 17. Etapa sintética para obtengdo do composto (15).

NH,

b) Fe®, NH,CI, H,O, MeOH, 65°C, 2 horas;

Fonte: préprio autor.

Procedimento experimental para sintese de (15)

Transferiu-se para um baldo de fundo redondo de 50 mL 500,0 mg (1 egq.mol™?) do
composto precursor contendo o grupamento nitro (14), solubilizando-o em 7 mL de metanol e

adicionando 519,2 mg (5 eq.mol ™) de cloreto de aménio (NH4CI) diluido previamente em 2 mL
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de agua destilada. O contetido do baldo foi mantido sob agitagdo por 2 minutos e adicionou-se
434,4 mg (4 eq.mol™) de ferro metalico. A reagdo foi mantida sob refluxo, a 65 °C e agitacéo
por 2 horas. A reagédo foi acompanhada por CCD, utilizando acetato de etila/hexano (8:2, v/v)
como fase movel, para acompanhar a formagdo do composto (15), com revelagdo sob luz
ultravioleta (254 nm) e com o uso da solugéo de ninidrina 2%, sendo que a amina formada
apresentou coloracdo rosa apos a placa de CCD borrifada com ninidrina 2% ser mantida na
estufa por alguns minutos. Apo6s o tempo de reacdo, o conteudo foi filtrado em celite para a
remocdo do ferro, lavado com metanol que foi rotaevaporado. Realizou-se a extracdo
liquido/liquido com acetato de etila e &gua, sendo a fase organica coletada e a aquosa
descartada. A fase organica foi seca com a adicdo de sulfato de sédio anidro e a solucdo filtrada.
O acetato de etila foi evaporado e o sélido submetido a cromatografia em coluna de bancada,
com 15 cm de fase estacionaria Silica Flash e fase mdvel composta de acetato de etila/hexano
(8:2, viv). Apos a purificagdo, foi obtido o composto (15) de coloragéo branca, com rendimento

de 38,82% e Rfaproximado de 0,763.
3.3.2.3. Sintese do composto (17) (adaptado WAGNER, et al. 2016).

A metodologia para formacgdo da amida N-(2-aminofenil)-4-[(9E, 12E, 15E)-octadeca-
9,12,15-trienamida] benzamida (17) a partir do precursor (15) utilizou o agente acoplante (1-
[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazol  [4,5-b]piridino 3 Oxido hexafluorofosfato

(HATU), como representado na Figura 18.
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Figura 18. Etapa sintética para obtencdo do composto (17).
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c) HATU, DIPEA, DMF, t.a., 48 horas;

Fonte: préprio autor.

Procedimento experimental

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foi adicionado 159,8 mg (1,3 eq.mol™) do
agente acoplante HATU, 73,2 uL (1,3 eq.mol™) da base N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), 5
mL de dimetilformamida (DMF) e 99,0 pL (1 eq.mol™?) do intermediario carboxilado, o acido
linolénico (10). A reacdo foi mantida sob agitacdo, temperatura ambiente e atmosfera de
nitrogénio por 1 hora. Apds este periodo, adicionou-se 95,0 mg (1,3 eg.mol) do composto (15)
contendo o grupamento amino. Manteve-se 0 meio reacional sob agitacdo, temperatura
ambiente e atmosfera de nitrogénio por 48 horas. O acompanhamento da reacéo foi feito por
meio de CCD utilizando a fase mdvel hexano/acetato de etila (5:5, v/v), sendo revelados sob
luz ultravioleta (254 nm). Passadas as 48 horas, 0 meio reacional foi submetido a extracdo
liquido-liquido com acetato de etila e &gua, sendo a fase organica coletada e a aquosa descartada
apos completa remocdo dos compostos organicos. A fase organica foi seca pela adi¢do de
sulfato de sédio anidro e posteriormente filtrada. Evaporou-se o acetato de etila e o sélido
formado foi submetido a cromatografia em coluna de bancada, sob as seguintes condicdes: 15
cm da fase estacionaria Silica Flash e hexano/acetato de etila (5:5, v/v) como fase movel. Apds
a purificagéo, obteve-se o produto (17), com aspecto amarelo levemente oleoso, rendimento de

33,09% e Rraproximado de 0,857.
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3.4.Métodos de Purificacédo
3.4.1. Cromatografia em Coluna de bancada
A purificacdo dos compostos obtidos foi realizada por meio da cromatografia em coluna
de bancada, utilizando Silica Flash como fase estacionéria e diferentes propor¢des dos
solventes acetato de etila e hexano na composicao das fases mdveis. O didmetro da coluna foi
escolhido de acordo com a massa inicial de reagente adicionada na reacdo e a altura da coluna
foi selecionada de acordo com o numero de compostos gerados ao final da reacdo, sendo

avaliado previamente por cromatografia em camada delgada (CCD).

3.5. Identificacédo e Caracterizacédo Estrutural
3.5.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada realizadas em
placas de aluminio de silica gel e fase mdvel composta por diferentes proporcdes de acetato de
etila e hexano. A visualizagdo das substéancias foi realizada em cdmara de luz ultravioleta (254
e 365 nm) e, para visualizagdo das aminas, utilizou-se solucdo de ninidrina 2% previamente

preparada com 200 mg de ninidrina e 100 mL de alcool etilico.

3.5.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Foram realizadas analises de RMN !H e 3C, utilizando DMSO deuterado. Os
equipamentos utilizados para analise estdo localizados no Instituto de Quimica da UNESP de

Araraquara.

3.5.3. Espectroscopia na regido do Infravermelho (1V)
As andlises de espectrofotometria foram realizadas na faixa de absorg¢do de 4.000 a 400
cm?, regido do infravermelho (IV), através de um espectrofotdmetro IR Prestige-21

Shimadzu®, utilizando pastilhas KBr.
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3.5.4. Determinacéo da Faixa de Fuséo
As faixas de fuséo dos compostos finais foram determinadas em um equipamento de

ponto de fuséo capilar Mettler Toledo®.

3.6. Determinacéo das Propriedades Fisico-Quimicas das moléculas

3.6.1. Software SwissADME
A avaliacdo tedrica das propriedades fisico-quimicas das moléculas sintetizadas foi feita
utilizando o servidor SwisSADME (http://www.swissadme.ch) (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017). A linguagem Smiles das moléculas foi gerada utilizando o programa

MarvinSketch®.

3.6.2. Determinacéo do Log P por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
A determinacdo do Log P para as moléculas finais sintetizadas foi feita utilizando o
método adaptado descrito no OECD Guideline for the Testing of Chemicals n°117 — Partition
coefficient (n-octanol/water), high performance liquid chromatography (HPLC) method (2004)
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa, com uso de coluna
cromatografica contendo silica ligada a longas cadeias de hidrocarbonetos (C8, C18, por

exemplo), seguindo as seguintes condi¢cdes cromatograficas:

Tabela 1. Condigdes cromatogréaficas para analise de Log P

CondicGes Cromatogréficas

Equipamento HPLC
Detector uv
Comprimento de onda 210 nm
Fase Movel Metanol:Agua (3:1, v/v)
Modo Isocrético
Fluxo 1 mL/min

Tempo de corrida 1h
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A partir do tempo de retencdo do produto (tr), determinou-se o valor de k por meio de

uma equagéo envolvendo o tempo morto (to), para ser utilizado na equacéo de Log P. O tempo

morto foi determinado utilizando substancias organicas nao retidas.

_tr—tO
T t0

LogP =a+ b Xxlogk

A equacdo da reta descrita na formula do Log P foi determinada a partir dos coeficientes

de particdo octanol/agua de substancias referéncias, que foram avaliadas em triplicata, obtendo-

se a média do tempo de retencdo descritos na Tabela 2. O to (tempo morto) foi calculado

utilizando a tiouréia, substancia que ndo apresenta retencdo em cromatografia em fase reversa.

Tabela 2. Substancias referéncias utilizadas para determinacdo da equacgdo da reta para obtencdo do Log P

experimental

Substancia tr médio tr médio tiouréia k Log k Log P prético
Anilina 2,18 1,70 0,29 -0,54 0,70
Acetanilida 2,40 1,81 0,32 -0,49 0,85
p-Cresol 2,87 1,81 0,58 -0,23 1,56
Nitrobenzeno 3,23 1,69 0,91 -0,04 2,10
Clorobenzeno 5,61 1,61 2,49 0,40 3,31
Naftaleno 7,30 1,78 3,11 0,49 3,58
Bifenil 10,75 1,75 5,15 0,71 4,19
Fenantreno 14,79 1,78 7,31 0,86 4,61
Trifenilamina 33,60 1,76 18,10 1,26 5,70
DDT 49,24 1,77 26,90 1,43 6,18




Figura 19. Curva de linearidade dos padrdes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Modelagem Molecular

O estudo de modelagem molecular é muito utilizado na area de planejamento de
farmacos. Os modelos computacionais auxiliam no processo de planejamento e
desenvolvimento de novos compostos, contribuindo com a compreensdo das interagoes
envolvidas com um determinado alvo de interesse (SAN’TANN, 2009; BARREIRO, et al.
1997). As novas estruturas planejadas e os compostos C1-994 e BRD3308 foram submetidas ao
estudo de modelagem molecular visando avaliar sua capacidade em interagir com o sitio ativo
da HDACS.

Para interpretacdo dos resultados de modelagem molecular, além de ser feita uma
andlise visual, os valores de docking score foram utilizados para avaliar se 0s compostos
planejados possuem acdo semelhante ao C1-994 e BRD3308. O docking score é uma funcéo de
pontuacdo empirica gerada pelo programa Glide que esté relacionado com a energia livre de
interacdo do ligante. Para gerar o valor de docking score, sdo consideradas contribui¢cbes como
o campo de forca (interacdes eletrostaticas e de Van der Waals) e penalidades ou contribuicdes
que influenciam na interacdo entre o ligante e a enzima, sendo que, quanto menor o seu valor,
mais as interacdes entre o ligante e a enzima estdo sendo favorecidas (FRIESNER, et al. 2006).
No estudo das interacdes entre os ligantes e a HDACS, foi definida como restricdo a interacéo
com o atomo de Zn?* presente no sitio ativo da enzima.

As interacOes entre os compostos BRD3308 e CI-994 mostram que o0 grupo responsavel
por interagir com o Zn*2 no sitio ativo (zinc binding group) apresenta boa proximidade e

orientacdo (Figura 20).
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Figura 20. Figura 3D e 2D. Docking molecular da estrutura BRD3308 frente a enzima HDAC-3.

@  Charged (negative) Polar Dstance —  Salt bridge
& Charged (postive) @  Unspecified residue > Hbond Solvent exposure
Gydne Water —  Metal coordination
Hydrophobic Hydration site oo Pi-Pistacking
Metal X Hydration site (displaced) — Pcation

Os resultados obtidos mostraram que as estruturas finais acopladas aos acidos graxos,
(9) (12) (16) e (17), foram capazes de interagir com o atomo de Zn?* do sitio ativo da enzima
HDAC, apresentando valor de docking score similar aos padrées CI1-994 e BRD3308 (Tabela
3). Os compostos contendo &cido graxo em sua estrutura demonstram por meio do modelo
computacional capacidade de interagir com a enzima (Figura 21). A longa cadeia de
hidrocarbonetos na estrutura dos compostos nao impediu as intera¢ées com o sitio da HDAC-
3, a exemplo do composto (16) (Figura 21). As estruturas (6> — composto (6) sem o
grupamento BOC) e (15), derivadas da hidrolise do grupamento amida, apresentaram boa
proximidade com o 4tomo de Zn*? e orientacdo semelhantes aos compostos padrdes. A amina
livre na posicdo para do anel aromatico de ambos os compostos (6°) e (15) foi capaz de realizar
uma ligacdo de hidrogénio com o residuo de asparagina (ASP93), o que potencializa sua

interacdo com o sitio ativo (Figuras 22 e 23).



Figura 21. Figura 3D e 2D. Docking molecular da estrutura (16) frente a enzima HDAC-3.
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Tabela 3. Docking score dos compostos finais e dos padrées BRD3308 e C1994 frente HDAC-3
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4.2. Metodologia Sintética e Caracterizacdo dos Compostos
Nessa se¢éo, seré discutido a metodologia sintética utilizada na sintese das moléculas
inibidoras de HDAC3 direcionadas ao sistema linfatico, bem como outras tentativas que foram
realizadas ao longo do desenvolvimento do projeto. Inicialmente, em cada metodologia,
sintetizou-se compostos inibidores de HDAC3 derivados do BRD3308 e CI-994, (6°) e (15).
Posteriormente, estes compostos foram acoplados com dois acidos graxos cada, os acidos

palmitico e linolénico, gerando 4 moléculas finais: (9), (12), (16) e (17).

4.2.1. Sintese dos derivados do BRD3308 (Série 1)
Realizou-se a sintese do composto intermediario (6) que foi posteriormente acoplado
com dois diferentes acidos graxos, gerando os compostos finais (9) e (12). As Tabelas 4 e 5
contém o resumo das estruturas envolvidas na sintese, rendimentos, aspecto fisico e ponto de

fusdo dos compostos finais.

A primeira etapa dessa rota sintética envolveu uma reacdo de protecdo do grupamento
amina do reagente 5-flior-2-nitroanilina (1) com o grupo protetor dicarbonato de di-terc-butila
(BOC), gerando o composto final (2). As aminas sdo bases nucleofilicas, possuindo um par de
elétrons livre. Visando direcionar a préxima etapa da reacdo para a posicdo em que esta 0

grupamento nitro, foi necessario a protecdo deste grupamento amina.

Para desenvolvimento da sintese, a primeira tentativa realizada envolveu a adi¢do do
BOC, DMAP, THF e a base forte 1,8-diazobiciclo (5.4.0) undec-7-eno (DBU). Entretanto, a
presenca destes reagentes somados a uma provavel boa reatividade do reagente 5-flGor-2-
nitroanilina, resultou na adicdo de dois grupamentos BOC a amina livre em cerca de poucos
minutos, o que ndo era esperado para a reacao, ndo formando o produto desejado com a presenca
de um unico BOC protegendo a amina. Repetiu-se a reacdo com 0S mesmos reagentes, mas

retirando o DBU, obtendo um rendimento de 33,53%, embora o reagente nao tenha sido mais
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observado por CCD. Uma justificativa para tal rendimento, é também a formac&o da estrutura
com duas moléculas BOC, o que ressalta a importancia do tempo de reacdo. O tempo de 48
horas também foi testado para as mesmas condi¢des, mas ndo proporcionou uma melhoria no
rendimento da reacdo. Um tempo excessivo pode gerar uma maior conversdo das moléculas

com apenas um BOC para aquelas com dois BOC.

Como segunda etapa sintética, temos a reducédo de (2) em (3). Os grupamentos nitros
sdo facilmente reduzidos em aminas primarias com diferentes métodos. Em todas as etapas de
reducdo da metodologia sintética dos compostos foi utilizada a reducéo por ferro. Devido a
formacdo de subprodutos, diversos tempos foram testados na reducdo de (2) em (3), para
escolha do que gerasse um maior consumo do reagente com a menor formacao de subprodutos
possivel. Testou-se a reacdo nos tempos de 1h30, 2h, 2h30, 3h, 4h e 6h. O tempo de 4h foi o
que apresentou melhor rendimento (83,05%), entretanto, ndo ocorreu 0 consumo de todo o
reagente. Além disso, é aconselhavel o armazenamento do produto (3) no freezer até o momento

do seu uso pois, quando em temperatura ambiente, pode ocorrer a sua degradacéo.

Diversas metodologias foram testadas para realizacdo da etapa de acoplamento do
intermediéario (3) para formacdo de (5). Inicialmente, realizou-se o acoplamento do composto
(3) com o &cido 4-aminobenzéico (PABA), com o objetivo de diminuir uma etapa na rota
sintética. Para isso, utilizou-se o agente acoplante EDC em meio contendo o &cido 4-
aminobenzoico, DMF e 3 gotas de trietilamina. Apés 1h de agitacdo em temperatura ambiente
e atmosfera de nitrogénio, o composto contendo o grupo amina (3) foi adicionado e a reagédo
mantida por 48 horas. Entretanto, ao acompanhar por CCD, notou-se que 0s reagentes utilizados
ndo foram consumidos e o produto de interesse ndo havia sido formado. As seguintes
metodologias utilizaram o acido 4-nitrobenzoico no lugar do PABA. Para realizar o
acoplamento de (3) com o acido 4-nitrobenzoico, testou-se primeiro o método utilizando cloreto

de oxalila (cloracdo). Entretanto, novamente ndo ocorreu o consumo dos reagentes e formacéo
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do produto. Por fim, realizou-se a sintese com o agente acoplante HATU, levando a formacao

do composto esperado (5).

A etapa de reducdo do grupamento nitro da molécula (5) para formacéo de (6) seguiu a
mesma metodologia descrita para outra etapa de reducdo, com alteracdo apenas do tempo de
reacao. As outras reacOes de acoplamento, de (6) com (7) e de (6) com (10), para gerar (8) e
(11), respectivamente, seguiu a mesma metodologia de acoplamento com agente acoplante
HATU. A ultima etapa da rota sintética teve como objetivo a remoc¢éo do grupo protetor BOC

utilizando o &cido TFA, levando aos respectivos compostos finais (9) e (12).
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Tabela 4. Resumo dos dados de rendimento e aspecto fisico dos compostos intermediarios envolvidos na sintese

dos derivados da Série 1.

Molécula Rendimento (%0)
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Tabela 5. Resumo dos dados de rendimento, aspecto fisico e faixa de fusdo dos compostos finais da Série 1.

Rendimento 40,16% 71,86%
Aspecto Fisico Sélido Branco Oleo Amarelo
Faixa de Fusao 187,4 2 189,3°C -

4.2.2. Sintese dos derivados do C1-994 (Série 2)
Realizou-se a sintese do composto (15), que foi posteriormente acoplado com dois
diferentes acidos graxos, gerando os compostos finais (16) e (17). Nas Tabelas 6 e 7, temos um
resumo das estruturas envolvidas na sintese, rendimentos globais, aspectos fisicos e faixa de

fuséo.

Para a sintese do intermediario (14) inicialmente foi realizado uma tentativa de sintese
entre PABA e o-fenilenodiamina (13), com o uso de EDC, DMAP e DMF. A reacdo
permaneceu por 48 horas, mas nao ocorreu a formacao do produto. Uma segunda tentativa foi
realizada com o uso de cloreto de oxalila e novamente o produto ndo foi observado. Desta
forma, optou-se pela reacao entre o-fenilenodiamina (13) e &cido 4-nitrobenzdico (4) com o uso

de cloreto de oxalila, desta vez levando a formacdo do composto (14).

A etapa de reducéo de (14) em (15) seguiu a mesma metodologia empregada para as
reducdes das outras moléculas. O tempo de reacao foi relativamente curto. Ocorreu a formacéo
de um subproduto visivel apenas no ultravioleta 365 nm, sendo seu fator de retencdo muito

proximo ao do produto de interesse.
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O acoplamento final com &cido palmitico foi realizado da mesma forma que o primeiro
acoplamento, utilizando cloreto de oxalila, formando o composto (16). Entretanto, a mesma
metodologia foi testada para a reagcdo com o &cido linolénico, mas ndo ocorreu a formagéo do
produto de interesse. Portanto, a estratégia utilizada foi o uso do agente acoplante HATU, com
a mesma metodologia empregada para os acoplamentos das moléculas da Série 1, possuindo
um resultado efetivo, gerando o composto final (17). Da mesma forma que o outro derivados
do &cido linolénico, este também possuiu um aspecto final oleoso, podendo ser em decorréncia

do aspecto fisico do proprio &cido.

Para todas as etapas de acoplamento das sinteses destas moléculas, os acidos
carboxilados foram considerados como reagentes limitantes, diferente da sintese das moléculas
anteriores, em que as aminas eram limitantes. Isso ocorreu, pois notamos que, tanto em (13)
guanto em (15), temos duas aminas livres. Ao escolher os &cidos como limitantes, evitamos ter
um excesso que possa se ligar as duas aminas. A escolha de nao realizar a protecdo da amina
livre em (15) com BOC ocorreu considerando o impedimento estérico da propria estrutura.
Como préximo a essa amina temos uma amida, considera-se que esta geraria um impedimento
evitando que os acidos palmiticos e linolénicos se liguem a ela, ficando a amina gerada pela

reducdo de (14) em (15) menos impedida para que essa rea¢do ocorra.
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Tabela 6. Resumo dos dados de rendimento e aspecto fisico dos compostos intermediarios envolvidos na sintese
dos derivados da Série 2.

Molécula Rendimento (%) Aspecto Fisico

NO,
NH,
H
N
©/ 76,97% Sélido Marrom Claro
NH,
NH,
H
N
©/ m/©/ 38.82% Sélido Branco

Tabela 7. Resumo dos dados de rendimento, aspecto fisico e faixa de fusdo dos compostos finais da Série 2.

" H
N N = N =
? Ny 14 NH, 7
N o " °
e o

(18) (17)

Rendimento 20,66% 33,09%
Aspecto Fisico Sélido Branco Oleo Amarelo
Faixa de Fuséo 102,2 4 109,7°C 107,24 118,1°C

Nessas reacdes obteve-se rendimentos menores. Uma possivel hipétese é a menor
reatividade da molécula em questdo pela auséncia do atomo de flior quando comparado com a
outra série. Entretanto, foram bons rendimentos, com destaque para o do composto (14) que foi
0 com maior rendimento da série, consumindo grande parte do reagente. A molécula reduzida
(15) apresentou o rendimento mais baixo, possivelmente por perda do produto durante as
purificacdes, uma vez que a formacdo do subproduto com tempo de retencdo préximo ao do

produto de interesse atrapalhava a separacéo.
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4.2.3. Caracterizacéo estrutural dos compostos finais
ApoGs a etapa de sintese, os compostos intermediarios e finais foram caracterizados
através de técnicas espectroscopicas de RMN uni e bidimensionais e infravermelho (1V). Todos
0s espectros dos compostos foram inseridos na secdo Apéndice A e B deste trabalho. A
caracterizacdo estrutural dos compostos finais (9), (12), (16) e (17) foi organizada em forma de

tabelas (Tabelas 8-11).

Tabela 8. Caracterizagdo estrutural do composto (9) por RMN de *H e APT em DMSO-d6

16
1 11 H 17 18 21
NH> ﬁ' 10 12 ' ”
3 7 _N_9 » 13 0]
14
F~ 4 . s O
Posicéo o1 (ppm) dc (ppm)

1 5,19 (s, 2H) -

2 - 119,90
3 7,10 (m, 1H) 128,24
4 - 162,19
5 6,54 (dd, J = 11.2, 2.6 Hz, 1H) 101,23
6 6,35 (M, 1H) 101,85
7 - 145,93
8 9,49 (s, 1H) -

9 - 165,55
10 7,92 (d, J=8.3 Hz, 2H) 129,11
11 7,92 (d, J = 8.3 Hz, 2H) 129,11
12 - 142,60
13 7,70 (d, J = 8.5 Hz, 2H) 118,60
14 7,70 (d, J = 8.5 Hz, 2H) 118,60
15 - 160,61
16 10,14 (s, 1H) -

17 - 172,23
18 2,33 (t,J=7.4 Hz, 2H) 36,90
19 1,23 (s, 21H) 29,47
20 1,59 (m, 2H) 25,42
21 0,85 (t, J=6.8 Hz, 3H) 13,67




Tabela 9. Caracterizagdo estrutural do composto (12) por RMN de *H e APT em DMSO-d6
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16
N1H2 8 10 2 12HM— 2 — 2 __~
;N . " s T 21 22 24 25 27 28 30
15 14
6 O
5
Posicao o1 (ppm) dc (ppm)
1 - -
2 - 120,23
3 7,10 (m, 1H) 127,93
4 - 161,82
5 6,55 (dd, J = 11.2, 2.9 Hz, 1H) 101,23
6 6,37 (m, 1H) 101,85
7 - 145,20
8 9,49 (s, 1H) -
9 - 163,94
10e11 7,92 (d, J = 8.3 Hz, 2H) 128,64
12 - 118,02
13e14 7,70 (d, J = 8.5 Hz, 2H) 118,02
15 - 142,17
16 10,11 (s, 1H) )
17 - 172,39
18 2,18 (m, 2H) 33,63
19 1,29 (s, 10H) 28,50
20 2,75 (m, 2H) 24,46
21, 22,
24, 25, 5,31 (m, 6H) 127,88
27,28
23 ¢ 26 2,03 (m, 4H) 25,19
29 1,57 (m, 2H) 25,00
30 0,91 (m, 3H) 14,10




Tabela 10. Caracterizagdo estrutural do composto (16) por RMN de *H e APT em DMSO-d6

16
N:—|2 o 10 12“{(18\/\/\/\/\/\/\/21
7 H 9 O 19 20
3 15 o 13
4 e O
5
Posicdo o1 (ppm) oc (ppm)

1 5,79 (s, 2H) -

2 - 131,63
3 7,20 (m, 1H) 125,42
4 7,15 (m, 1H) -

5 7,36 (d, J =7.8 Hz, 1H) 124,58
6 7,66 (M, 1H) 125,42
7 - 130,52
8 9,77 (s, 1H) -

9 - 172,30
10 7,63 (d, J =8.3 Hz, 2H) 128,97
11 7,63 (d, J =8.3 Hz, 2H) 128,97
12 - 120,27
13 6,59 (d, J = 8.4 Hz, 2H) 112,63
14 6,59 (d, J = 8.4 Hz, 2H) 112,63
15 - 152,37
16 9,44 (s, 1H) -

17 - 164,62
18 2,34 (t,J=7.2 Hz, 2H) 35,98
19 1,23 (s, 21H) 29,52
20 1,57 (q, J = 14.4, 6.7 Hz, 2H) 25,40
21 0,85 (t, J = 6.8 Hz, 3H) 13,95




75

Tabela 11. Caracterizagdo estrutural do composto (17) por RMN de *H e APT em DMSO-d6

16
H 18
N1H2 - 1 12N . -
;N . i T 21 22 24 25 27 28 30
3 15 3713
4 6 ©
5
Posicéo o1 (ppm) dc (ppm)
1 - -
2 - 131,50
3 7,39 (d, J = 7.8 Hz, 1H) 128,09
4 7,21 (m, 2H) 128,48
5 7,21 (m, 2H) 128,48
6 7,66 (d, 3= 7.9 Hz, 1H) 129,03
7 - 131,20
8 9,73 (s, 1H) -
9 - 167,39
10e11l 7,87 (d,J=8.7 Hz, 2H) 131,24
12 - 134,78
13e14 7,74 (d, J =8.5 Hz, 2H) 121,49
15 - 145,90
16 10,15 (s, 1H) -
17 - 174,99
18 2,33 (m, 2H) 36,00
19 1,29 (s, 10H) 29,01
20 2,75 (m, 2H) 23,55
21, 22,
24, 25, 5,31 (m, 6H) 128,58
27,28
23 e 26 2,03 (m, 4H) 25,41
29 1,57 (m, 2H) 25,29

30 0,91 (m, 3H) 17,41
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Destacam-se 0s sinais que caracterizam a formagdo dos grupos amida: dois simpletos
com integracdo para 1H cada, referente aos hidrogénios das posi¢des 8 e 16, com deslocamentos
quimicos proximos de 9,0 ppm para o hidrogénio 8 e mais proximo de 10 ppm para o hidrogénio
16. Os hidrogénios referentes a posicdo 16 encontram-se proximos da cadeia de
hidrocarbonetos proveniente do acoplamento com os acidos graxos, tornando estes hidrogénios
mais protegidos (blindados), o que justifica o deslocamento quimico maior quando comparado
aos hidrogénios da amida na posi¢do 8. Os hidrogénios caracteristicos ao grupo amina, na
posicdo 1, aparecem como um simpleto com integracdo para 2H na regido de 5,0 ppm
aproximadamente. As moléculas finais contendo a por¢do de hidrocarbonetos proveniente do
acoplamento com o &cido linolénico ndo apresentaram sinal do grupo amina, uma vez que 0s
hidrogénios referentes aos carbonos metilénicos nas posicdes 21, 22, 24, 25, 27 e 28
apresentaram sinais nessa mesma regido em 5,31 ppm, sendo um multipleto com integragéo
para 6H. Os hidrogénios referentes aos anéis aromaticos se encontram nas regides entre 6,0 a
8,0 ppm. O anel aromatico substituido com os grupos amida em para apresenta hidrogénios
caracterizados como dupletos com integracdo para 2H e constantes de acoplamento préximas
de 8,0 Hz, indicando um acoplamento orto. Os hidrogénios aromaticos referentes ao anel que
contém o atomo de fluor substituido apresentam uma caracteristica diferente, em que é possivel
observar uma constante de acoplamento de 11,2 Hz para o hidrogénio na posicéo 5, que esta na
posicao orto ao carbono substituido com atomo de fldor. Quanto aos hidrogénios referentes aos
carbonos (hibridizados em sp3) de hidrocarbonetos provenientes dos acidos graxos, 0s sinais

se encontram mais blindados (protegidos) caindo em regides do espectro entre 2,0 até 0,8 ppm.

A caracterizagdo por espectroscopia na regido do infravermelho (IVV) demonstrou a
presenca de bandas de absor¢do indicando grupos quimicos caracteristicos dos compostos finais

(9), (12), (16) e (17) que foram representados na Tabela 12:
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Tabela 12. Caracterizacdo por espectrofotometria na regido do infravermelho dos grupos quimicos presentes na
estrutura quimica dos compostos (9), (12), (16) e (17).

Tipo de 9) (12) (16) a7
vibracdo Frequéncia (cm™)
N-H
2918,30 — 2848,86 3010,88 3367,71 3282,84

(estiramento)

Alcanos
) 1685,79 2927,94 — 2854,65 2850,79 2926,01 — 2852,72
(estiramento)

C =0 (amida) 1525,69 e 1436,97 1712,79-1618,28  1678,07 — 1600,92 1732,08 — 1643,35

C=C

] - - 1504,48 e 1435,04 1595,13 e 1452,40
(aromético)
N-H
) 2918,30 — 2848,86 3010,88 3367,71 3282,84
(estiramento)

4.3. Determinacédo das Propriedades Fisico-Quimicas das Moléculas
As moléculas inibidoras de HDAC3, bem como as estruturas acopladas aos dois
diferentes &cidos graxos foram submetidas a analise das propriedades fisico-quimicas através
do software SwissADME. As quatro moléculas finais também foram submetidas a analise do
Log P experimental por CLAE. Os resultados de ambos os testes estdo apresentados na Tabela

13.

O software SwissADME permite o célculo de diversas propriedades tedricas com base
na estrutura molecular de um composto. Para o presente trabalho, foram selecionadas algumas
propriedades que sdo relevantes para o nosso estudo, sendo elas: formula molecular, peso
molecular, solubilidade em &gua, propriedades farmacocineticas, acessibilidade sintética e o
Log P. Com relacdo as propriedades farmacocinéticas, sdo geradas informacdes como a
absorcdo gastrointestinal, permeabilidade a barreira hematoencefalica, se a substancia é
substrato da glicoproteina P ou se inibe alguma enzima do citocromo P 450 e a permeabilidade

pela pele. Avaliamos no estudo a absor¢éo gastrointestinal, por se tratar de possiveis farmacos
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de administracdo oral e se ocorre interagbes com alguma enzima, uma vez que o tratamento
possa exigir a associagdo com outras substancias, como farmacos antirretrovirais, sendo essa
informacdo relevante para impedir que efeitos adversos ocorram em decorréncia de interagdes
medicamentosas. A acessibilidade sintética também foi estudada, variando em uma escala de
0-10 permitindo uma no¢do ampla da complexidade de sintese daquela estrutura (DAINA,;

MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Com base no tempo de retencdo médio das moléculas sintetizadas (20,85 minutos para
(9); 17,84 minutos para (12) e 28,56 minutos para (16)) avaliadas por CLAE e considerando a
curva descrita na Figura 19, foi possivel determinar o Log P experimental para compara-lo
com o obtido teoricamente. O composto (17) apresentou tempo de retencdo que nao foi
abrangido pela curva de linearidade dos padrdes que tem valor maximo de Log P em 6,5.

Portanto, considerou-se que o Log P deste composto é > 6,5.
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Tabela 13. Propriedades fisico-quimicas das moléculas sintetizadas

Molécula Propriedade Fisico-Quimica
NH, Férmula Molecular: Ci3H12FN3O
" Peso Molecular: 245.25 g/mol
N Solubilidade em agua: soltvel
L Farmacocinética: alta absorcdo grastrointestinal;
F ) inibidor da enzima CYP1A2.

Acessibilidade Sintética: 1,57
Log P tedrico: 1,85

Formula Molecular: C13H13NsO

Peso Molecular: 227,26 g/mol

Solubilidade em agua: solavel
Farmacocinética: alta absorcdo grastrointestinal;
inibidor da enzima CYP2C9

Acessibilidade sintética: 1,41

Log P tedrico: 1,53

Formula Molecular: Cy9H42FN30;

Peso Molecular: 483,66 g/mol

Solubilidade em agua: pouco sollvel.
Farmacocinética: baixa absor¢do grastrointestinal;
inibidor da enzima CYP1A2 e CYP2C19.
Acessibilidade sintética: 3,42

Log P tedrico: 6,95; Log P prético: 5,10

Formula Molecular: Cz1HaFN30;

Peso Molecular: 505,67 g/mol

Solubilidade em agua: pouco soltvel.
Farmacocinética: baixa absor¢do grastrointestinal;
inibidor da enzima CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 e
CYP3AA4.

Acessibilidade sintética: 3,68

Log P teorico: 6,88; Log P prético: 4,89

Formula Molecular: CooH43N3z0;

Peso Molecular: 465,67 g/mol

Solubilidade em agua: pouco soltvel.
Farmacocinética: baixa absor¢do grastrointestinal;
inibidor da enzima CYP1A2, CYP2C19 e CYP3AA4.
Acessibilidade sintética: 3,30

Log P tedrico: 6,65; Log P pratico: 5,44

Formula Molecular: CsiHa1N30;

Peso Molecular: 487,68 g/mol

Solubilidade em agua: pouco soltvel.
Farmacocinética: baixa absorcao grastrointestinal;
inibidor da enzima CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 e
CYP3AA4.

Acessibilidade sintética: 3,61

Log P tedrico: 6,55; Log P pratico: >6,5
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Avaliando os resultados apresentados, os dois potenciais inibidores de HDACS3, (6°) e
(15), apresentaram propriedades interessantes para serem utilizados como farmacos. Com
relacdo os valores de Log P tedrico e pratico dos compostos acoplados aos acidos graxos, foram
obtidos resultados semelhantes e todos proximos a 5, possuindo grandes chances de serem
direcionados ao sistema linfatico. Nenhuma molécula demonstrou ser substrato da glicoproteina
P ou ser permedvel a barreira hematoencefalica. A complexidade sintética foi relativamente

baixa para as estruturas.
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5. CONCLUSAO

Os estudos de modelagem molecular mostraram que 0s compostos intermediarios (6°) e
(15) e os compostos finais (9), (12), (16) e (17) foram capazes de interagir com os sitios da
HDACS3. Os valores de docking score de todas as estruturas avaliadas ficaram proximo aos dos
HDACI ja descritos em literatura, BRD3308 (docking score: -9,218) e CI-994 (docking score:
-9,357), sendo -8,369 para (6°), -7,473 para (9), -6,078 para (12), -8,116 para (15), -6,322 para

(16) e -7,504 para (17).

De maneira geral, os compostos finais (9), (12), (16) e (17) apresentaram bons
rendimentos globais, sendo respectivamente: 47,25%, 53,49%, 45,48% e 49,63%. Os espectros
obtidos pelas analises de RMN e IV sugerem a obtencéo das estruturas trabalhadas ao longo

das sinteses.

As moléculas acopladas com acidos graxos (9), (12), (16) e (17), apresentaram Log P
préximos a 5, sendo 5,10; 4,89; 5,44 e >6,5, respectivamente, mostrando um grande potencial

de direcionamento destes farmacos ao sistema linfatico.

O presente trabalho teve como objetivo a modelagem molecular, planejamento, sintese,
caracterizacdo e avaliacdo de propriedades fisico-quimicas de moléculas inibidoras de HDAC3
acopladas a acidos graxos, visando o direcionamento de farmacos ao sistema linfatico. Os
quatro compostos finais (9), (12), (16) e (17) sdo estruturas interessantes para serem avaliadas
guanto a reversdo da laténcia do HIV em trabalhos futuros. Nosso estudo mostrou resultados

promissores e ressaltou a importancia da busca de uma cura para a infecgdo pelo virus HIV.



Figura 24. Resumo das estruturas intermediarias e finais sintetizadas no trabalho.
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Apéndice A — Caracterizacéo dos Intermediarios Sintéticos

= Terc-butil N-(5-fluoro-2-nitrofenil) carbamato (2)

Meétodo de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

15cm de altura e 5¢cm de diametro; fase movel: 9:1 hexano/acetato de etila).
Rendimento: 33,53%

Aspecto fisico: Solido Amarelo Claro
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= Terc-butil N-(2-amino-5-fluorofenil) carbamato (3)

14

e

s

Método de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

20cm de altura e 3cm de didmetro; fase movel: 7:3 hexano/acetato de etila).

Rendimento: 83,05%

Aspecto fisico: Solido Roxo Escuro
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (3).
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Figura 28. RMN de *C (APT) (DMSO-d6, 150 MHz) do composto (3).
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= Terc-butil N-[5-fluoro-2-(4-nitrobenzamida) fenil] carbamato (5)
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Método de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

15cm de altura e 3cm de diametro; fase movel: 5:5 hexano/acetato de etila).
Rendimento: 40,18%

Aspecto fisico: Sélido Bege
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= Terc-butil N-[2-(4-aminobenzamida)-5-fluorofenil] carbamato (6)
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Método de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

10cm de altura e 3cm de diametro; fase movel: 5:5 hexano/acetato de etila).
Rendimento: 54,30%

Aspecto fisico: Sélido Bege Claro
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Figura 31. Espectro de RMN de ‘H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (6).
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Figura 32. RMN de *C (APT) (DMSO-d6, 150 MHz) do composto (6).
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= Terc-butil N-[5-fluoro-2-(4-hexadecanamidabenzamida)fenil] carbamato (8)

MO

21

Método de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

15cm de altura e 3cm de diametro; fase movel: 5:5 hexano/acetato de etila).
Rendimento: 32,29%

Aspecto fisico: Sélido Branco
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Figura 33. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (8).
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= Terc-butil N-[5-fluoro-2-{4-[(9E, 12E, 15E)-octadeca-9, 12, 15-trienamida]

benzamida} fenil) carbamato (11)

Meétodo de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

15cm de altura e 3cm de diametro; fase movel: 5:5 hexano/acetato de etila).
Rendimento: 38,02%

Aspecto fisico: Oleo Amarelo
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Figura 35. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (11).
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= N-(2-aminofenil)-4-nitrobenzamida (14)

14

Método de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

20cm de altura e 5cm de didametro; fase movel: 8:2 acetato de etila/hexano).
Rendimento: 76,97%

Aspecto fisico: Sélido Marrom Claro



Figura 37. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (14).
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= 4-amino-N-(2-aminofenil) benzamida (15)

Método de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

15cm de altura e 3cm de didmetro; fase movel: 8:2 acetato de etila/hexano).
Rendimento: 38,82%

Aspecto fisico: Solido Branco
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Figura 39. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (15).
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Apéndice B — Caracterizagdo dos Compostos Finais

» N-(2-amino-4-fluorofenil)-4-hexadecanamidabenzamida (9)

MO

Meétodo de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

15cm de altura e 3cm de diametro; fase movel: 5:5 hexano/acetato de etila).

Rendimento: 40,16%

Aspecto fisico: Sélido Branco

Faixa de Fusdo: 187,4°C a 189,3°C
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (9).
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Figura 43. Mapa de contorno de HSQC (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (9).
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Figura 44. Mapa de contorno de HMBC (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (9).
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Figura 45. Espectro de 1V (KBr) do composto (9).
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= N-(2-amino-4-fluorofenil)-4-[(9E, 12E, 15E)-octadeca-9,12,15-trienamida]

benzamida (12)

Meétodo de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionéria: Silica Flash,

15cm de altura e 3cm de diametro; fase movel: 5:5 hexano/acetato de etila).
Rendimento: 71,86%

Aspecto fisico: Oleo Amarelo
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Figura 46. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (12).
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Figura 48. Mapa de contorno de HSQC (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (12).
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Figura 50. Espectro de IV (KBr) do composto (12).
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= N-(2-amino-2-fenil)-4-hexadecanamidobenzamida (16)

O

ely]

Meétodo de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionaria: Silica Flash,

15cm de altura e 3cm de diametro; fase movel: 5:5 hexano/acetato de etila).

Rendimento: 20,66%

Aspecto fisico: Solido Branco

Faixa de Fusdo: 102,2°C a 109,7°C
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Figura 51. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (16).
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Figura 53. Mapa de contorno de HSQC (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (16).
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Figura 54. Mapa de contorno de HMBC (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (16).
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Figura 55. Espectro de 1V (KBr) do composto (16).
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= N-(2-aminofenil)-4-[(9E, 12E, 15E)-octadeca-9,12,15-trienamida] benzamida (17)

Metodo de Purificacdo: Cromatografia de coluna de bancada (fase estacionaria: Silica Flash,

15cm de altura e 3cm de diametro; fase movel: 5:5 hexano/acetato de etila).
Rendimento: 33,09%
Aspecto fisico: Oleo Amarelo

Faixa de Fusdo: 107,2 a 118,1°C
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Figura 56. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (17).
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Figura 58. Mapa de contorno de HSQC (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (17).
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Figura 59. Mapa de contorno de HMBC (DMSO-d6, 600 MHz) do composto (17).
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Figura 60. Espectro de IV (KBr) do composto (17).
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