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RESUMO

A leishmaniose é uma das enfermidades que mais acomete a populagdo mais carente.
O agente etiologico pertence ao género Leishmania, e se apresentam nas formas
promastigotas e amastigotas. O tratamento preconizado para leishmaniose apresenta
uma série de problemas: efeitos adversos e toxicidade elevada dificultam o
tratamento, assim como o0s casos de resisténcia de algumas cepas. Sendo assim,
surge a necessidade de produzir novos candidatos a farmacos para a leishmaniose.
Portanto, este trabalho tem como objetivo sintetizar e avaliar novos compostos de
antiménio com potencial atividade leishmanicida. Para isto, foram sintetizados seis
complexos de antiménio(V) derivados dos acidos graxos acido undecilénico, &cido
octanoico e acido hexanoico: (UND)2SbPhs, (OCTA)2SbPhs, (HEX)2SbPhs,
(UND)2Sb(CHs)s, (OCTA)2Sb(CH)3 e (HEX)2Sb(CHs)s. Todos os complexos foram
caracterizados por RMN de 'H e infravermelho. Os espectros de absorcdo no
infravermelho de todos os complexos demonstraram auséncia da banda relativa ao
acido carboxilico, e a presenca da banda Sb-O. Os complexos (UND)2SbPh3,
(OCTA)2SbPhs e (HEX)2SbPhs mostram, nos respectivos espectros de ressonancia
magnética nuclear, os deslocamentos tipicos a presenca de estruturas aromaticas,
multipletos em 7,45 e 7,99 ppm. Estes ultimos complexos foram submetidos a ensaios
de viabilidade celular e de atividade leishmanicida, e apresentaram inibicdo do
crescimento de formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania
chagasi. (UND)2SbPhs apresentou a menor Clso entre os complexos avaliados no
ensaio de MTT, enquanto o complexo (OCTA)2SbPhs mostrou a menor Clso no ensaio
em espécies de Leishmania amazonensis. Ensaios de atividade leishmanicida em

amsatigotas estdo sendo realizados para confirmacao da atividade destas moléculas.

Palavras-chave: Leishmaniose. Acido undecilénico. Acido octanoico. Acido

hexanoico. Complexos de Antiménio(V). Atividade Leishmanicida.



ABSTRACT

Leishmaniasis is one of the diseases that most affects the poorest people. The
causative agent belongs to the genus Leishmania, and present in promastigotes and
amastigotes forms. Leishmaniasis treatment presents a many problems: adverse
effects and high toxicity difficult to treat, as well as cases of resistance of some strains.
Therefore, it is necessary to produce novel drug candidates for leishmaniasis. Thus,
this paper aims to synthesize and evaluate new antimony compounds with potential
activity leishmanicide. We had synthesized six antimony complexes (V) derivatives of
undecylenic acid fatty acid, octanoic acid and hexanoic acid: (UND)2SbPhs,
(OCTA)2SbPhs,  (HEX)2SbPhs,  (UND)2Sb(CHs)s,  (OCTA)2Sb(CHs)s  and
(HEX)2Sb(CHzs)s. All compounds were characterized by *H NMR and IR. The
absorption spectra in the infrared of all complexes demonstrated no band relative to
the carboxylic acid and the presence of Sb-O band. The complexes (UND)2SbPhs,
(OCTA)2SbPhs and (HEX)2SbPhs show, in their nuclear magnetic resonance spectra,
typical shifts the presence of aromatic structures, multiplets at 7.45 and 7.99 ppm.
These complexes were subjected to cell viability assays and antileishmanial activity,
and they showed inhibition of growth of promastigotes of Leishmania amazonensis,
and Leishmania chagasi. (UND)2SbPhs had the lowest IC50 between the evaluated
complexes in the MTT assay, while the complex (OCTA)2SbPhs showed the lowest IC
50 in the test species of Leishmania amazonensis. leishmanicide activity assays
against amastigotes are being carried out to confirm the activity of these molecules.

Keywords: Leishmaniasis. Undecylenic acid. Octanoic acid. Hexanoic acid. Antimony
complexes (v). Leishmanicidal activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 As leishmanioses

A leishmaniose permanece como uma das doencas que esta presente
sobretudo entre a populacdo mais pobre. A Organizacdo Mundial de Saude
identifica a leishmaniose como um problema de saude publica, principalmente
em paises em desenvolvimento (WHO, 2015). E causada por um protozoario
pertencente ao género Leishmania, a familia Trypanosomatidae e a ordem
Kinetoplastida (ARAUJO et al, 2015). Apresentam-se nas formas promastigotas,
onde sdo encontradas no trato digestorio dos hospedeiros invertebrados e
amastigotas, sem flagelo e parasitos do sistema fagocitico mononuclear de
vertebrados (WALKER et al, 2014).

As células de Leishmania na forma promastigota (Figura 1) sao alongadas,
possuem um flagelo livre e um nucleo esférico. Sdo observaveis pequenos
vacuolos em seu citoplasma. Seu tamanho é variavel, ainda que seja da mesma
espécie, tendo entre 16 — 40 um de comprimento por 1,5 — 3 um de largura. As
amastigotas (Figura 2) sdo caracteristicamente esféricas. Apresentam vacuolos
e nucleo semelhante ao das promastigotas, e ndo possuem flagelo livre. Seu
tamanho é variavel, entre 1,5 - 3,0 x 3,0 - 6,5 um (KUMAR, 2012).

Figura 1.1 Formas promastigotas.

=
Z G f

2

o —
F

Fonte: FERREIRA, 2007.
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Figura 1.2 Amastigotas no interior de macroéfagos.

. .

- .

Fonte: ATLAS, 2006.

Os vetores sdo constituidos por insetos hematofagos (flebotomineos), dos
géneros Phlebotomus e Lutzomyia, no Velho e Novo Mundo respectivamente
(STOCKDALE; NEWTON, 2013). Enquanto os hospedeiros vertebrados sao
formados por muitos mamiferos: marsupiais; roedores; primatas (incluindo a
espécie humana) entre outros. Estes sao infectados através dos vetores durante
o repasto sanguineo, onde séo inoculadas promastigotas (BANETH et al, 2015).

A leishmaniose se manifesta de acordo com a espécie envolvida e o
estado imunolégico do individuo: cutédnea (LC), cutdneomucosa (LM), e
leishmaniose visceral (LV) ou calazar. A leishmaniose cutanea é caracterizada
por lesdes ulceradas autolimitadas. E causada por Leishmania major,
Leishmania aethiopica e Leishmania tropica no Velho Mundo, enquanto no Novo
Mundo por Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis, Leishmania
panamensis, Leishmania amazonensis, Leishmania mexicana entre outras. Ja
a leishmaniose mucocutanea (LM), que € causada por L. braziliensis e L.
aethiopica, que tem tropismo por macréfagos da faringe e leva a destruicdo do
nariz e da boca. Ha ainda a leishmaniose cutanea difusa (LCD), causada por L.
amazonensis. Manifesta-se através de lesdes cutaneas ndao-ulceradas
disseminadas com tendéncia progressiva e crénica (ASSIS et al.,, 2012,

TORRES et al., 2014).
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Na leishmaniose cutdnea ou leishmaniose tegumentar (LT), apds a
inoculacdo de promastigotas pelo vetor, ocorre a migracdo de macrofagos e
outras células fagocitarias mononucleares ao local. A leséo inicial € observada
por um infiltrado inflamatdrio contendo macroéfagos e linfocitos, além da presenca
de amastigotas. Forma-se uma pépula indolor no local da inoculagdo. Com o
desenvolvimento de necrose, a papula se transforma em uma Ulcera crostosa.
Comumente surge em partes expostas do corpo, como bragos ou pernas. Muitas
apresentam cura espontanea em um periodo de alguns meses (podendo ocorrer
em até 12 meses) (PACE, 2014).

A leishmaniose mucocutanea afeta geralmente o nariz, a boca e a faringe.
Inicialmente se observa um comprometimento mucoso, levando a coriza
continua, e posteriormente em processo ulcerativo. Atinge o assoalho da fossa
nasal, o palato mole, alcancando a faringe. Pode ocorrer a completa destruicdo
da cartilagem nasal. A ulceracéo se propaga pela face, produzindo mutilacdes

que dificultam a respiracédo e a fala (PACE, 2014).

A leishmaniose visceral (LV) € mais severa do que a leishmaniose cutanea
(CL) e pode ser causada por Leishmania donovani, Leishmania infantum e
Leishmania chagasi. O agente atinge principalmente o figado e o baco, gerando
hepatomegalia, esplenomegalia, entre outras alteracdes sérias, que podem ser
letais se o tratamento ndo for realizado. As amastigotas, depois que se
multiplicam dentro dos macrofagos, migram para 6rgaos, como o baco, figado e
a medula éssea. O periodo de incubacao é bastante variavel, e esta relacionada
a alguns fatores, como: estado nutricional e imunolégico do hospedeiro; a
viruléncia da cepa, entre outros (RIBEIRO, 2011). Ainda que haja tratamento
adequado, a recidiva pode ocorrer de 6 a 12 meses depois. Caso nado seja feito
o tratamento, progredird para infec¢des secundéarias, emagrecimento severo e
morte dentro de 2 a 3 anos (PACE, 2014).

Leishmaniose dérmica poés-calazar (LPDK) é uma sequela da
leishmaniose visceral que se manifesta como papulas ou maculas, podendo
ocorrer em diversas areas do corpo, geralmente no rosto e bracos. Esta presente
sobretudo no leste da Africa. Aparece em 6 meses ou até 1 ano apés a

leishmaniose visceral ser aparentemente curada. Pessoas com PKDL sé&o
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consideradas como uma fonte potencial de infeccdo por leishmaniose visceral
(WHO, 2015).

Por meio do repasto sanguineo, as promastigotas sao inoculadas pelo
flebotomineo no local da picada (PATIL et al., 2012). Dentro da corrente
sanguinea, elas sao fagocitadas por macrofagos teciduais. Eles geram
pseuddpodos, que cobrem o parasito, trazendo-o para o interior. Em pouco
tempo, as promastigotas se convertem em amastigotas, depois de 24 horas da
fagocitose. As amastigotas séo resistentes a acdo dos lisossomos. Com sua
multiplicacdo, a membrana do macrofago chega a se romper, liberando as
amastigotas, que podem ser fagocitadas novamente (RIBEIRO, 2011) (Figura
3).

O vetor se infecta ao ingerir sangue do hospedeiro vertebrado contendo
macrofagos parasitados por amastigotas. Ocorre o rompimento dos macréfagos
e a liberagcdo das amastigotas durante o percurso até o trato digestivo. Em
seguida, elas se dividem e se modificam em promastigotas (Figura 1.3.)
(RIBEIRO, 2011). As promastigotas sao classificadas como promastigotas pro-
ciclicas, que se multiplicam no intestino do flebotomineo, ou as que néao se
dividem em promastigotas metaciclicas infectantes, que migram em direcédo a
extremidade anterior do tubo digestivo (ASSIS et al., 2012).

Figura 1.3 Ciclo de vida dos parasitos de Leishmania.
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Macréfagos
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=
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Fonte: Modificado de: ASSIS et al., 2012.
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Os receptores que facilitam a internalizacdo da Leishmania incluem os
receptores do complemento CR3 e CR1, receptor de manose (MR), receptores
Fc-gamma (FcyRs e FcyRII-B2) e receptores de fibronectina (FNRS). Os
componentes mais abundantes presentes na superficie da membrana sdo
diferentes na forma promastigota extracelular encontrada nos insetos e a
amastigota intracelular presente nos mamiferos (UENO; WILSON, 2012). Muitos
estudos ja foram realizados sobre a internalizacdo de amastigotas de
Leishmania, e demonstraram, de fato, que ocorre mediada por receptores do
complemento. Interacdes da Leishmania e dos macrdéfagos envolvem muitos
fatores que permitem aos parasitas usar o fagolisossoma para obter nutrientes
e duplicar-se. Além disso, pode interferir em vias de sinalizacdo que levariam a
sua morte no interior do fagolisossoma (DUQUE, 2015). Os parasitas passam
por muitas adaptacdes morfoldgicas e bioquimicas, tal como a expressao de
glicoconjugados compostos por moléculas ligadas por ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). O lipofosfoglicano (LPG), que € expresso em
promastigotas e estd quase ausente nas formas amastigotas, forma um

glicocalice que cobre a superficie do parasita e o flagelo (ASSIS et al., 2012).

As espécies de Leishmania, o vetor e o estado imunolégico do individuo
sao fatores que influenciam a infec¢ao. Durante a infec¢do, as promastigotas séo
processadas por células dendriticas e apresentadas a células T imaturas. Estas
produzem citocinas, levando a formacao de populacdes diferenciadas de células
T: células Thl, Th2 e células T regulatérias, como como células T CD4* e CD8*,
(KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). As células Th séo consideradas
importantes na resposta contra organismos infecciosos. Elas secretam uma
variedade de citocinas. Células Thl produzem interleucina-2 (IL-2) e interferon-
y (IFN- y), que induzem a ativacdo de macréfagos e sdo muito efetivas em
controlar infec¢cdes com patdgenos intracelulares. Enquanto que as células Th2
produzem IL-4, IL-5, e IL-13 que auxiliam células do tipo B na producao de
anticorpos; e sdo necessarios para eliminar patégenos extracelulares (FREITAS,
2010). O controle da infec¢éo é dependente de macrofagos ativados, e de uma
resposta imunoldgica do tipo Thl (GRIESVEN; DIRO, 2012).

A producéo de oxido nitrico (NO) por iINOS (6xido nitrico sintase) possui

um papel chave significativo no controle da infeccado por Leishmania, tanto in
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vitro como in vivo (OLEKHNOVITCH; BOSSON, 2015). NO é uma molécula
citotdéxica potente responséavel por eliminar parasitas intracelulares, incluindo
Leishmania (CHOUHAN et al., 2015). NO é sintetizado no citoplasma da célula,
e pode gerar compostos toéxicos, como o peroxinitrito ou difundir-se para fora da
célula (OLEKHNOVITCH et al, 2014). Dentro de cultura de células, o NO é
detectado sob a forma de nitrito, que é um dos produtos de NO (CHOUHAN et
al., 2015).

1.2 Epidemiologia

Em termos globais, a leishmaniose é endémica em 98 paises com 310
milhdes de pessoas expostas. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima
que 1,3 milhdes de novos casos ocorrem por ano em todo o mundo. Dos casos
de LV notificados, 90% ocorrem em seis paises: Bangladesh; Etiopia; Brasil;
india; Sud&o e Suddo do Sul (SINGH, 2014). Os casos de leishmaniose visceral
(LV) séo calculados entre 0.2 a 0.4 milhées de pessoas por ano. Mais de 90%
ocorrem na india, Bangladesh, Etiopia, Suddo e Brasil. Estimam-se que 0.7 a 1.2
milhdes de casos de leishmaniose cutanea (LC) ocorrem sobretudo no litoral do
Mediterrdneo, na Asia ocidental e nas Américas, cada uma com
aproximadamente 30% dos casos. 75% dos casos sdo encontrados na Siria, no
Brasil, e no Afeganistdo. 35.000 casos de leishmaniose cutaneomucosa ocorrem

anualmente no Brasil, Bolivia e Peru (PACE, 2014).

Boa parte dos casos de leishmaniose visceral sdo subnotificados. Ainda
assim, o Brasil é responsavel por até 90% dos casos da América Latina. Em
2012, notificaram-se 3.038 casos da doenca em humanos, e uma incidéncia de
1,57 casos/100.000 habitantes e uma taxa de letalidade de 7,1%. A coinfeccéo
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € extremamente preocupante, e
atinge 8,5% dos pacientes no Brasil. Segundo o Ministério da Saude, 21 estados
ja notificaram casos da enfermidade em humanos, principalmente nas regides
norte, sudeste e nordeste, com mais de 1.300 municipios apresentando casos
da doenca (MARCONDES; ROSSI, 2013). A regido com maior prevaléncia € o
Nordeste (65% dos casos positivos) (ROCHA et al., 2015).
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A leishmaniose visceral (também conhecida como Calazar) se
caracterizava como uma doenca eminentemente rural, porém recentemente,
expandiu-se a areas urbanas. No Brasil, apresentou uma média de 3.379 casos.
(OLIVEIRA; PIMENTA, 2014). Em Alagoas, a letalidade apresentou-se elevada
no periodo de 2007 a 2012 (Figura 1.4.). O numero de 6bitos aumentou, sendo
criancas menores que um ano e adultos acima de cinquenta anos 0s mais
acometidos (Quadro 1.5.) (ROCHA et al., 2015).

Figura 1.4 Distribuicio dos casos, Obitos e taxa de letalidade
por Leishmaniose visceral em Alagoas, no periodo de 2007
a2012.

Ano N° de casos N* de dbitos Letalidade%
2007 29 03 10,34
2008 30 02 6,66
2009 33 05 15,15
2010 36 02 5,55
2011 37 06 16,21
2012 34 05 14,70
Total 199 23 11,55

Fonte: ROCHA et al., 2015.
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Figura 1.5 Numeros de casos, Obitos e taxa de Iletalidade de
acordo com a faixa etaria dos pacientes com Leishmaniose

visceral em Alagoas, no periodo de 2007 a 2012.

Idade N de casos N” de 6bitos IL.etalidade (96)
<1 04 02 50
1-4 26 04 15.4
5-9 60 (8} O

10-14 . | 01 4.8

15-19 22 01 4.5

20-29 26 02 3. S3

30-39 19 04 21.05

40-49 12 02 16,66

50-59 0s 03 60
60+ 04 03 75

TOTAL 199 23 11,55

Fonte: ROCHA et al., 2015.

As modificacbes no ambiente, a urbanizacédo crescente, o éxodo rural e
as secas levaram ao aumento das areas endémicas e 0 surgimento de novos
focos, o0 que acabou faciltando a ocorréncia de epidemias.
A expansdo ocorreu por varios fatores: socioeconémicos; fisicos; bioldgicos. Isso
promoveu a adaptacdo dos vetores para locais urbanos (LARA-SILVA et al.,
2015).

A leishmaniose tegumentar americana esté distribuida em todo o territério
brasileiro. Ocorre em todas as regifes do pais. Entre 1985 e 2003, sdo estimados
523.975 casos, em que grande parte ocorreu nas regides Norte e Nordeste
(ALVES; RIBAS-SILVA, 2013).

1.3 Tratamento

Os medicamentos usados para tratamento da leishmaniose apresentam uma
série de limitacdes. Efeitos adversos e toxicidade elevada provocam a retirada

do medicamento, assim como o surgimento de cepas resistentes. O custo alto
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de um dos medicamentos usados (anfotericina B lipossomal) é também um dos
fatores que dificultam o tratamento (FREITAS-JUNIOR et al., 2012).

O antimoniato de meglumina, que foi desenvolvido em 1945, é o farmaco de
primeira escolha para tratamento de leishmaniose visceral e tegumentar em boa
parte do mundo (TIUMAN et al., 2011). Porém, em razao de sua toxicidade, além
da crescente resisténcia do parasito na Europa, América do Sul e Asia, levaram
a utlizacdo de outros medicamentos, como a anfotericina B (PACE, 2014).
Antimoniais sdo drogas toxicas com serios efeitos adversos, como arritmia
cardiaca (JUNIOR et al.,, 2014). Estibogluconato de sédio e antimoniato de
meglumina (Figura 6) sdo capazes de se ligar e inibir enzimas envolvidas na

glicdlise e oxidacdo de acidos graxos (PATIL et al., 2012).

Os efeitos adversos mais comuns decorrentes da administracéo sistémica do
antimoniato de meglumina sao urticaria, letargia, nduseas, dor abdominal e
artralgia. Outros sintomas, tais como mialgia, nefrotoxicidade, pancreatite e
hepatotoxicidade surgem durante o tratamento (KEVRIC; CAPPEL; KEELING,
2015; SHAPIRO; GOLDBERG, 2010). Estes efeitos secundéarios contribuem
significativamente para a reducao ou a remocao do antiménio da terapia (BENTO
et al., 2013).
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Figura 1.6 Farmacos usados no tratamento da leishmaniose.

HNome
Estrutura
Estibogluconato e e —
de sodio 1 o e
" i l" i ._] .
- - i _:l:" o
Anfotericina B . 3 & L & b o _1__o
L
i
e -
_'" [=_2 |
%
o
- - .l L {n — e
Paromomicina i—'} iy
ey o . -ﬂb--
wa, X e, J—ﬂ.]_,.c--
LT
p—
s - o o |
_— [ I [ PH
Pentamidina i T
P P
l".HfNHf:H_\_: ['.Hf(:lH
- - 1
Antimoniato de HCO~_ & —OCH
meglumina HCO—"  ——~OCH
I 1
HCOH HCOH
I ]
HCOH HCOH
CH 3 OH CH 3 MHCHS

Fonte: Modificado de: SANTOS et al., 2008.

A anfotericina B (Figura 1.6) é um antifungico derivado de uma
cepa de Streptomyces nodosus. A anfotericina B pode ser incorporada
em lipossomas carregadores sendo absorvida pelo sistema reticuloendotelial
onde o parasito reside. Sua administracdo mais eficaz da-se por via endovenosa.
Pode provocar nefrotoxicidade (SHAPIRO; GOLDBERG, 2010). A via de
biossintese do ergosterol, o principal esterol de fungos, assim como em
Leishmania spp. € alvo da anfotericina B e alguns dos mais importantes
antifangicos (PACE, 2014). O desoxicolato de anfotericina B € considerado um
farmaco de segunda linha em casos em que ha resisténcia. E o Gnico farmaco
gue nao induziu resisténcia, mesmo sendo utilizado por quase 60 anos. A
anfotericina B lipossomal é muito cara e, por conseguinte inacessivel em partes
do mundo com areas endémicas (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).

O antibiético aminoglicosideo paromomicina (Figura 1.6) atua contra
espécies de leishmania, e as formas visceral e tegumentar podem ser tratadas
com este antibiotico, contudo sua absorcdo oral é baixa. Isso levou ao
desenvolvimento de formulacdes para as vias parenteral e topica, usadas nas

formas viscerais e cutaneas, respectivamente (TIUMAN et al.,, 2011). Por
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necessitar de multiplas altas doses, a paromomicina pode provocar efeitos
adversos, entre eles: nefrotoxicidade; hepatotoxicidade e ototoxicidade. Ainda
disso, a paromomicina foi aprovada pelo governo indiano em 2006 para o
tratamento de pacientes com leishmaniose visceral. Contudo, a sua eficacia

permanece controversa (GASPAR et al., 2015).

A diamina aromatica pentamidina (Figura 1.6) é ativa para diferentes
protozoarios. Ainda que o mecanismo exato da sua acao antiparasitaria seja
insuficientemente compreendido, sua acdo ocorre, em parte, devido a inibicao
da topoisomerase Il. E datil no tratamento de infeccbes por leishmanias
resistentes aos antimoniais. E geralmente administrado por infus&o intravenosa
ou injecdo intramuscular. E um composto toxico, e pode provocar hipotenséo,
hipoglicemia, nefrotoxicidade, anemia, neutropenia entre outros efeitos

(SHAPIRO; GOLDBERG, 2010).

Miltefosina ou hexadecilfosfocolina (Figura 1.7) é um agente oral
antitumoral, que é também ativo contra Leishmania (FREITAS-JUNIOR et al.,
2012). A poténcia da miltefosina é variavel para as Leishmania spp., em que
Leishmania donovani é a espécie mais sensivel. Entre os efeitos colaterais mais
frequentes, os pacientes apresentam vomitos e diarreia. E contra-indicado em
gravidas (SHAPIRO; GOLDBERG, 2010).

Figura 1.7 Miltefosina
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Fonte: Modificado de RATH et al., 2003.

Itraconazol e posoconazol ja mostraram forte efeito anti-proliferativo em
promastigotas de L. amazonensis e em amastigotas intracelulares (MACEDO-
SILVA et al., 2013). O cetoconazol e o fluconazol também s&o ativos contra
diferentes espécies de Leishmania, tanto in vitro e in vivo. Contudo, sua atividade
leishmanicida ndo é suficiente para induzir a cura clinica (MARRAPU et al.,
2011).
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1.4 Ligantes carboxilados e complexos de antimdnio

Muitos complexos de antiménio tém sido sintetizados e avaliados em
ensaios pré-clinicos nas duas Ultimas décadas, na tentativa de identificar
farmacos leishmanicidas mais seguros e eficazes. Complexos de antiménio sao
de grande interesse devido a sua estrutura quimica definida e possibilidade de
modificacdo da atividade e toxicidade do composto, por meio do ligante e o
radical organometalico. Complexos carboxilados de antiménio(V), com ligantes
como acido acetilsalicilico e acido 3-acetoxibenzoico, mostraram atividade
leishmanicida contra Leishmania amazonensis e Leishmania infantum (ISLAM et
al., 2014).

Uma classe de compostos bem conhecida por sua atividade biolégica é a
dos acidos graxos. Os &cidos graxos sdo extremamente abundantes na
natureza, e pertencem a uma classe importante fisiologicamente. Muitos séo
conhecidos por suas propriedades antibacterianas e antifungicas (POHL; KOCK;
THIBANE, 2011; RUIZ-RICO et al., 2015). Acidos graxos consistem de uma
cadeia de atomos de carbono ligados a a&tomos de hidrogénio. O niamero de
carbono varia, mas em sistemas biolégicos eles tém normalmente um ndmero
entre 10 e 28. Em uma extremidade da cadeia de carbono ha um grupo carboxila
(-COOH), e na outra extremidade um grupo metila (-CHs). As atividades dos
acidos graxos sao relevantes na defesa do hospedeiro contra a potencial
patogenicidade ou acdo oportunista de muitos micro-organismos (DESBOIS;
SMITH, 2010). Os &cidos laurico, estearico, linoleico, palmitico, oleico e miristico
ja foram descritos como potenciais agentes antibacterianos e antifungicos
(AGORAMOORTHY et al., 2007).

Além das atividades ja mencionadas, os acidos graxos também sao
descritos com atividades antiviral (acido octanoico, acido decanoico, acido
laurico) e antiprotozoaria (acido octanoico, acido decanoico entre outros)
(DESBOIS; SMITH, 2010). O acido escleropirico demonstrou atividade
antimalarica. Suksamrarn (2005) e colaboradores demonstraram sua atividade
contra Plasmodium falciparum. Alguns acidos graxos exibem atividade
antileishmania. Chouhan (2015) e colaboradores demonstraram o potencial

leishmanicida e imunomodulatério contra Leishmania donovani de fracdes
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contendo folhas e sementes de Azadirachta indica, e identificaram a presenca
de acido palmitico e acido linoleico. Promastigotas de Leishmania amazonensis
e Leishmania infantum se mostraram sensiveis a fracdes de extratos de
Arrabidaea chica, contendo acido linolénico, é&cido octadecanoico, acido
linolénico e acido n-hexadecanoico (RODRIGUES et al., 2014). O mecanismo de
acdo de alguns acidos j& foi relacionado com a enzima topoisomerase IB durante
avaliacdo da atividade leishmanicida de acidos graxos a-metoxilados
(CARBALLEIRA et al., 2009).

A avaliacdo da atividade acido graxos de cadeia longa de Cunningham e
colaboradores (1972) mostrou que os acidos decanoico, dodecanoico e
hexadecanoico inibiram a mobilidade em promastigotas de Leishmania
donovani. O &cido octanoico ndo mostrou atividade significativa. Porém, o acido
caprilico ou octanoico, acido graxo médio constituido por 8 atomos de carbono,
€ conhecido por sua atividade antibacteriana (MOSCHONAS et al., 2012; RUIZ-
RICO et al., 2015).

Chauduri e colaboradores (1986) demonstraram atividade de acidos
graxos, como o acido hexanoico e o acido undecilénico contra promastigotas de
Leishmania donovani, e observaram que quanto maior a cadeia carbonica, maior
a inibicdo do crescimento das promastigotas. A atividade de séries de acidos
graxos C4—C18 em promastigotas de L. donovani foi descrita, e os acidos graxos

insaturados se mostraram mais ativos do que os seus analogos saturados.

Acido hexanoico ou &cido caproico é um acido graxo saturado (6:0) que €
descrito com atividade antifungica (POHL; KOCK; THIBANE, 2011). Ja o acido
undecilénico, € um &cido graxo monoinsaturado, que ainda esta no mercado
como agente antifingico e é ingrediente ativo de muitas preparacdes topicas
antifngicas (LI et al., 2008). Substancia encontrada naturalmente no corpo
(presente no suor), o acido undecilénico € produzido comercialmente por
destilacdo a vacuo de Oleo de mamona. E indicado principalmente em
candidiases vaginais e gastrointestinais; além disso as dosagens necessarias
para o beneficio terapéutico sdo consideradas seguras (JURENKA, 2002).
Portanto, os acidos graxos apresentam-se como uma classe de interesse

farmacoldgico, e que podem ser utilizados como ligantes em complexagfes com
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antimoénio, com o0 objetivo de gerar novos compostos com atividade

leishmanicida.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Este trabalho visa sintetizar novos compostos organometalicos de

antiménio e acidos graxos e avaliar sua atividade leishmanicida.
2.2 Objetivos especificos:

e Sintetizar e caracterizar novos complexos de antimonio;

e Realizar o screening farmacolégico dos novos complexos sobre a
viabilidade de formas promastigotas extracelulares de espécies de

Leishmania sp;

e Avaliar a acdo dos compostos sobre macrofagos infectados in vitro com
Leishmania sp, quanto a taxa de infec¢do e a multiplicacdo dos parasitas

intracelulares;

e Determinar o potencial citotéxico dos produtos sintéticos para a célula
hospedeira;

e Contribuir para o0 aumento da producao cientifica dos grupos envolvidos

no projeto.



METODOLOGIA
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3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizagéo

3.1.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Em tubos de RMN, as amostras foram solubilizadas em solvente
deuterado (CDClIs ou D20 Sigma-Aldrich), e foram analisadas por colaboradores
do laboratdrio de RMN/IQB/UFAL, sob a coordenacgéo do Prof. Dr. Edson de
Souza Bento. O equipamento utilizado para as analises foi o Espectrébmetro
Bruker Avance 400. Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente e
operando na frequéncia de 400,13 MHz para nucleos de 'H. Os deslocamentos
quimicos (®) foram medidos usando-se como referéncia tetrametilsilano (TMS,
=0).

3.1.2 Espectroscopia de absor¢éo no infravermelho médio (1V)

As andlises por espectroscopia na regido do infravermelho médio foram
feitas no Espectrofotdmetro de Infravermelho por Transformada de Fourier,
(IRPrestige-21), utilizando pastilhas de KBr contendo cerca de 1% da amostra,
0s espectros abrangeram as regiées de 4000 a 400 cm™; e no Espectrofotdbmetro
Varian 660-IR utilizando-se um acessorio de refletancia total atenuada (ATR). Os

espectros abrangeram as regides de 4000 a 500 cm™.
3.2 Sintese dos ligantes e complexos
3.2.1 Sintese dos sais de acidos graxos:
UNDNa - Undec-10-enoato de sodio;
OCTANa — Octanoato de sodio;
HEXNa — Hexanoato de sédio.
Foi adicionada por gotejamento uma solucédo metandlica (20 mL) de acido

undecilénico (10 mL; 0,0495 mol) a uma solu¢éo contendo 4,1590 g (0,0495 mol)

de NaHCOs em 50 mL de agua destilada em um baldo de 500 mL. A solucéo
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permaneceu em agitacdo durante 2 horas em temperatura ambiente. Em
seguida, foi evaporada sob pressédo reduzida, gerando um pé branco e foi
submetido a secagem em bomba de vacuo. Obteve-se um rendimento de 99%
(MUHAMMAD et al., 2009).

Os acidos hexanoico e octanoico também foram convertidos em sais de
sédio pela mesma metodologia, obtendo-se sdlidos brancos e de rendimentos

semelhantes ao do sal do acido undecilénico (Figura 3.1)

Figura 3.1 Sintese dos sais de acidos graxos.
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3.2.2 Sintese de:

(UND)2SbPhs - di(undec-10-enoato) de trifenilantimonio(V);

(OCTA)2SbPhs - di(octanoato) de trifenilantimonio(V);

(HEX)2SbPhs - di(hexanoato) de trifenilantimonio(V).

Inicialmente foram adicionados 15 mL de tolueno seco a um baldo de duas
bocas sob atmosfera de argbnio e 0,085 g (0,2 mmol) de dicloreto de
trifenilantimoénio(V). Depois de ser solubilizado, foi acrescentado 0,103 g (0,5
mmol) do sal de sédio do acido undecilénico. A reacao foi mantida sob agitacéo,
com T =90 °C e em atmosfera de argonio durante 6 horas. Por fim, a reagéo foi
retirada, filtrada com tolueno aquecido, o solvente foi evaporado sob pressao
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reduzida, e o material foi secado em bomba de alto vacuo, gerando um o6leo
transparente (SHARUTIN et al., 2001).

Os complexos com acido hexanoico ((HEX)2SbPhs) e &acido octanoico
((OCTA)2SbPh3s) foram produzidos a partir da mesma metodologia. Foram
obtidos 6leos de aparéncia e rendimentos semelhantes a (UND)2SbPhs (Figura
3.2):

Figura 3.2 Sintese dos complexos de fenilas.
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(UND)2SbPhs - Férmula molecular (F.M.): C40Hs304Sb. Massa molecular
(M.M.): 719,61 g/mol. IV (vmax/cm, KBr); 3051 (v =C-H); 2921 (vas CH2); 2850 (vs
CH2); 1653 (v C=0); 2000-1690 (Phfora do plano); 735-691 (Phtora do plano); 455 (v Sb-
0O). RMN de 'H (400MHz, CDCls, ppm): 0,96-1,30 (m, 16H); 1,52 (m, 8H); 1,99
(m, 4H); 2,3 (t, 4H, J = 7,34 Hz); 4,92 (t, 3H); 5,01 (s, 1H), 5,76 (m, 2H); 7,45 (m,
9H); 7,99 (m, 6H).

(OCTA)2SbPhz- Férmula molecular (F.M.): C34H4504Sh. Massa molecular
(M.M.): 639,48 g/mol. IV (vmaxcm™?, KBr); 3058 (v =C-H); 2958 (vas CH3); 2922
(vas CH2); 2850 (vs CH2); 1639 (v C=0); 2000-1690 (Phfora do plano); 734-691 (Phiora
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do plano); 455 (v Sb-0). RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): 0,83 (t, 6H, J = 7,30
Hz); 0,95 (m, 4H); 1,08 (m,12H); 1,34 (m, 4H); 2,07 (t, 4H, J = 7,41 Hz); 7,46 (m,
9H); 7,99 (m, 6H).

(HEX)2SbPhs - Formula molecular (F.M.): C30H3704Sb. Massa molecular
(M.M.): 583,37 g/mol. IV (vmax/cm™, KBr); 3060 (v =C-H); 2953 (vas CHz); 2929
(Vas CH2); 2856 (vs CH2); 1647 (v C=0); 2000-1660 (Phfora do plano); 732-691 (Phfora
do plano); 455 (v Sb-0). RMN de H (400 MHz, CDCls, ppm): 0,74 (t, 6H, J = 7,34
HZ); 0,93 (m, 4H); 1,09 (m, 4H); 1,34 (m, 4H); 2,06 (t, 4H, J = 7,36 Hz); 7,46 (m,
9H); 7,99 (m, 6H).

3.2.3 Sintese de:
(UND)2Sb(CHs)s - di(undec-10-enoato) de trimetilantimonio(V);
(OCTA)2Sb(CHsa)s - di(octanoato) de trimetilantimonio(V);
(HEX)2Sb(CHs)s - di(hexanoato) de trimetilantimonio(V).

Em um baléo de duas bocas adicionou-se 15 mL de tolueno seco sob
atmosfera de argonio e 0,049 g (0,15 mmol) de dibrometo de trimetilantiménio(V).
Depois de ser solubilizado, foi acrescentado 0,071 g (0,35 mmol) do sal de sédio
do acido undecilénico. A reacdo ficou em agitacao por 6 horas, com T =90°C e
em atmosfera de argdnio. Ao término da reacao, filtrou-se com tolueno aquecido,
o solvente foi evaporado, e o material foi secado, formando um 6leo amarelo-
esverdeado.

Os complexos (OCTA)2Sb(CHs)s e (HEX)2Sb(CHs)s foram obtidos

através da mesma metodologia (Figura 3.3.):
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Figura 3.3 Sintese dos complexos com metilas.
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(UND)2Sb(CHs) - Formula molecular (F.M.): Ca2sH4704Sb. Massa
molecular (M.M.): 533,40 g/mol. IV (vmax/cm™t, KBr); 3079 (v =C-H); 2922 (Vas
CH?2); 2857 (vs CH2); 1653 (v C=0); 455 (v Sb-O). RMN de *H (400 MHz, CDCls,
ppm): 1,28 (m,16H); 1,35 (m, 4H); 1,52 (m, 4H); 1,84 (s, 9H); 2,01 (m, 4H); 2,15
(t, 4H, J = 7,58 Hz); 4,92 (t, 3H); 5.01 (s, 1H); 5,76 (m, 2H).

(OCTA)2Sb(CHz)s - Foérmula molecular (F.M.): Ci9H3904Sb. Massa
molecular (M.M.): 453,27 g/mol. IV (vmadcm™, KBr); 2958 (vas CH3); 2929 (Vas
CH2); 2857 (vs CH2); 1653 (v C=0); 455 (v Sh-O). RMN de 'H (400 MHz, CDCls,
ppm): 0,86 (t, 6H, J = 6,91 Hz); 1,28 (s,16H); 1,51 (m, 4H); 1,85 (s, 9H); 2,15 (t,
4H, J = 7,61 Hz).

(HEX)2Sb(CH3)s - Férmula molecular (F.M.): CisH3104Sb. Massa
molecular (M.M.): 397,16 g/mol. IV (vmaxcm™, KBr); 2958 (vas CH3); 2929 (Vas
CH?2); 2857 (vs CH2); 1653 (v C=0); 455 (v Sb-O). RMN de *H (400 MHz, CDCls,
ppm): 0,87 (t, 6H, J = 7,34 Hz); 1,24 (m, 8H): 1,51 (m, 4H); 1,85 (s, 9H); 2,15 (t,
4H, J = 7,61 Hz).

3.3 Ensaios in vitro
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3.3.1 Ensaio de Viabilidade Celular

O estudo de viabilidade de macréfagos frente aos complexos
(UND)2SbPhs, (OCT)2SbPhs, (HEX)2SbPhs, seus ligantes e a pentamidina foi
realizado utilizando o método de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio). Neste ensaio, os macréfagos da linhagem J774 foram
plagueados (5 x 10%por poco) e expostos a diferentes concentracées dos
complexos e seus ligantes (100, 10, 1 e 0,1 uM) por um periodo de 48 horas. Os
pocos controles continham células cultivadas somente com meio de cultura e
células cultivadas na presenca do diluente das substancias DMSO. Apés o
periodo de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e sem seguida foi
adicionado 100 pL da solug¢do de MTT (5 mg/10 mL e 10% em meio RPMI) em
cada poco. As placas foram entdo reincubadas durante 1:30 horas em estufa a
37 °C e a 5% de COz: e realizada a leitura em espectrofotometro a 490 nm. Os
resultados foram expressos como percentual de morte celular, considerando
como controle 100% a contagem de células viaveis em culturas nao estimuladas
(MOSMANN, 1983).

3.3.2 Ensaio de avaliacédo da citotoxicidade contra formas promastigotas

Formas promastigotas de L. amazonensis e L.chagasi numa concentracao
108 parasitos/pogo em um volume de 50 pL foram cultivadas em triplicatas em
placa de 96 pogcos com meio RPMI suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-
glutamina, 2% de urina humana. Diferentes concentracdes dos complexos:
(UND)2SbPhs, (OCT)2SbPhs, (HEX)2SbPhs, seus ligantes e a pentamidina,
farmaco padrdo utilizado como referéncia, foram adicionadas aos pocos
contendo as promastigotas e a placa foi incubada em estufa BOD a 27 °C por 48
horas. ApoOs esse periodo, foi realizado utilizando o método de MTT onde foi
adicionado 20 uL da solucdo de MTT por poco e deixada por duas horas em
estufa a 37 °C e a 5% de CO: e realizada a leitura em espectrofotdmetro a 490
nm (AVILA,1997).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Complexos carboxilados

Em razdo de sua importancia bioldgica, compostos de antiménio
carboxilados tém sido desenvolvidos e estudados. Os complexos de antimonio
carboxilados ja foram descritos com atividade antimicrobiana, atividade
antitumoral, antifingicas entre outras (QUAN et al., 2009). A metodologia de
sintese dos complexos de antiménio carboxilados desenvolvidos neste trabalho
foi adaptada de SHARUTIN et al., 2001. Os complexos desenvolvidos sao
inéditos, assim como sua atividade farmacoldgica.

Os produtos das reacdes e os reagentes de partida mostraram diferencas
em suas aparéncias e solubilidades. Os complexos contendo fenilas se
apresentam como O6leos transparentes, enquanto os complexos contendo
metilas sdo caracteristicamente amarelos. Os sais e 0s antimoénios de partida
sao solidos. Ha diferencas na solubilidade dos sais e complexos. Enquanto os
sais sdo insoluveis em cloroférmio e tolueno, os complexos sao solluveis. Todos

0s complexos sintetizados sdo Oleos a temperatura ambiente.

4.1.1 Caracterizacao dos sais e complexos
Os sais e 0s complexos sintetizados foram caracterizados por
ressonancia magnética nuclear de 'H e espectroscopia de absorcéo na regido

do infravermelho.

4.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 1H)
de UNDNa, (UND)2SbPhs e (UND)2Sb(CH3)s

O espectro de RMN de 'H de UNDNa (Figura 4.2) mostra o
desaparecimento do sinal referente ao hidrogénio do grupo carboxila do &cido
undecilénico (Figura 4.1) que possuia deslocamento quimico (&) de 11,56 ppm.
Enquanto os demais sinais, referentes aos hidrogénios presentes ao longo da
cadeia carbbdnica, ndo demonstraram mudangas. O complexo (UND).SbPhs
(Figura 4.3) apresentou dois multipletos em 7,45 e 7,99 ppm, comparaveis aos

sinais dos hidrogénios aromaticos presentes em Ph3SbCl. (Figura 4.17),
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localizados em 7,56 e 8,34 ppm. Os sinais de 0,96 - 1,30 ppm (Cs-CgH2), assim
como em 1,99 (CoH2) e 5,76 ppm, mostram multipletos, além de tripletos em 2,3
(C2H2) e 4,93 e o singleto em 5,0 ppm (C11H2) estdo como descritos na literatura
(HAYES et al., 2012). Os sinais de hidrogénio foram identificados, e 0 seu
namero total calculado através da curva de integracdo. Foi possivel confirmar a
presenca de dois fragmentos derivados do acido undecilénico para um
fragmento de trifenilantiménio (V) por meio de integracdo. No espectro de 'H
RMN do complexo (UND)2Sb(CHs)s (Figura 4.4.), observa-se um singleto
referente aos hidrogénios das metilas ligadas ao antiménio (1,84 ppm),
apresentando um deslocamento em relacao ao sinal presente em (CH3)3SbBr2
(2,66 ppm). (Figura 4.18). Os multipletos e demais sinais ndo mostraram
diferenca significativa de deslocamento quimico em relacdo ao complexo
anterior. Os valores de integral tedricos mostram que ha dois fragmentos

undecilénicos para um de trimeltilantimonio(V).

Figura 4.1 Espectro de RMN de 'H do acido undecilénico (CDCls).
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Figura 4.2 Espectro de RMN de *H do UNDNa (D20).
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Figura 4.4 Espectro ampliado de RMN de 'H do (UND)2SbPh3 (CDCls).
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Figura 4.6 Espectro ampliado de RMN de *H do (UND)2Sb(CHz)s (CDCl3).
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4.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de 'H) de
OCTANa, (OCTA)2SbPhs e (OCTA)2Sb(CHs)s

As figuras mostram os espectros de *H RMN do &cido octanoico (Figura
4.7) e do seu sal de sodio (Figura 4.8). O singleto relacionado ao hidrogénio da
carboxila (6 de 11,9 ppm), ndo aparece no espectro de OCTANa, e os demais
sinais ndo apresentaram modificagdes. O complexo (OCTA)2SbPhs (Figura 4.9)
apresenta dois multipletos, que correspondem aos hidrogénios aromaticos, em
7,48 e 7,99 ppm, semelhantes aos presentes em (UND)2SbPhs. Tripletos em
0,83 e 2,07 ppm (7,30 Hz e 7,41 Hz) e multipletos em 0,97, 1,08 e 1,34 ppm,
confirmam a presenca dos demais hidrogénios das cadeias do acido graxo.
(OCTA)2Sb(CHs)s (Figura 4.10) possui um singleto referente aos hidrogénios
(H9) do fragmento trimeltilantiménio(V) em 1,85 ppm. Assim como
(OCTA)2SbPhs, o espectro mostra tripletos em 0,86 (J = 6,91 Hz) e 2,15 ppm (=

7,61 Hz). O singleto em 1,28 ppm e um multipleto em 1,51 referem-se aos demais
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hidrogénios. Os valores de integral tedricos mostram que ha dois fragmentos de
octanoato em cada um dos complexos.

Figura 4.7 Espectro de RMN de 'H do acido octanoico (CDCIs).

e 33 CBEad

|
.
e e e
|
(— I * S
Y Y WY
2 | = a
= ) T T T I T T T
P
e [y
iing Bl p———
e u tm sasea
e
e

Figura 4.8 Espectro de RMN de 'H do OCTANa (D20).
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Figura 4.9 Espectro de RMN de 'H do (OCTA)2SbPhz (CDCIs).
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Figura 4.10 Espectro ampliado de RMN de *H do (OCTA)2SbPhs (CDCls).
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Figura 4.11 Espectro de RMN de *H do (OCTA)2Sb(CHs)s (CDClz3).
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Figura 4.12 Espectro ampliado de RMN de *H do (OCTA)2Sh(CHs)z (CDCls).
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4.1.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de 'H) de
HEXNa, (HEX)2SbPhs e (HEX)2Sb(CHs)s

Como os ligantes anteriores, o sal de sédio do acido hexanoico (HEXNa)
(Figura 4.14) nado apresentou o singleto relacionado ao hidrogénio da
carboxila, que estd presente no acido em 11,74 ppm. O complexo
(HEX)2SbPhs, assim como os demais complexos de fenilas, apresentou
multipletos em 7,46 e 7,99. Os tripletos em 0,74 e 2,06 ppm, além dos
multipletos em 0,93, 1,09 e 1,34 ppm, indicam a presenca dos demais
hidrogénios metilénicos, conforme j& foi observado em outras publicacbes
(LAYEK, 2014). Em relacdo ao complexo (HEX)2Sb(CHz)s, o singleto que
corresponde ao sinal dos hidrogénios das metilas ligadas ao antiménio,
aparece em 1,85 ppm. Ha dois tripletos em 0,87 e 2,15 ppm e multipletos em
1,24 e 1,51, relacionados com os demais hidrogénios presentes no ligante
complexado. Os valores obtidos por integracdo permitiram deduzir a presenca

de duas moléculas derivadas de acido hexanoico em cada complexo.

Figura 4.13 Espectro de RMN de H do acido hexanoico (CDCl3).
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Figura 4.14 Espectro de RMN de 'H do HEXNa (D20).
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Figura 4.16 Espectro de RMN de *H do (HEX)2Sb(CHz)s (CDClz3).
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Figura 4.18 Espectro de RMN de *H do (CH3)3SbCl2 (CDClzs).
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4.1.5 Espectroscopia de Infravermelho Médio (1V)

Nos espectros de infravermelho do &cido undecilénico (Figura 4.19),
octanoico e hexanoico sdo observadas as bandas tipicas de estiramento do
grupo carboxilico, v(COOH), nas regides entre 1729 e 1711 cm™. Essas bandas
nao sao observaveis nos respectivos espectros dos sais e complexos. Nos sais,
ocorre o aparecimento de uma banda forte 1559-1566 cm*. Estas demonstraram
a formacado do sal de sédio dos &cidos. Enquanto nos complexos ha bandas
entre 1639 e 1653 cm, todas referentes as vibracdes de estiramento do
grupamento cetona v(C=0). A banda entre 3058 — 3079 cm™, presente nos
complexos com fenilas e no &cido undecilénico, representa as vibracdes de
estiramento da ligagdo =C-H. As bandas entre 2976 — 2843, observaveis em
todos os espectros, indicam o estiramento assimétrico e simético de Csps (Vas
CHz2,2923 cm™; vs CH2, 2843 cm™) (BARBOSA, 2007).

A presenca da ligagdo Sb-O é observada por uma banda de intensidade
fraca a média na regido a partir de 450 cm (ISLAM et al., 2014; QUAN et al.,
2009). De fato, nos complexos sintetizados, foi possivel detectar uma banda a
partir de 454 cm! (Figuras 4.21 e 4.22) atribuida a ligacdo Sb-O. As bandas de

deformacéo fora do plano atribuidas as fenilas do fragmento trifenilantiménio(V)
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aparecem a partir de 730 cm™ e 690 cm~. Além destas bandas, ha a presenca
de bandas harmonicas nos 3 complexos com fenilas (2000-1660 cm™). Diante
desses dados, mais os dados de ressonancia magnética nuclear, é possivel
confirmar a formacédo dos complexos de acidos graxos. Os demais espectros

estdo contidos em apéndices.

Figura 4.19 Espectro de Infravermelho de acido undecilénico.
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Figura 4.20 Espectro de Infravermelho de UNDNa.
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Figura 4.21 Espectro de Infravermelho de (UND)2SbPhs.
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Figura 4.22 Espectro de Infravermelho de (UND)2Sb(CHs)s.
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4.2 Ensaios de determinacao da atividade leishmanicida dos ligantes e
complexos de antimdnio contra Leishmania chagasi e Leishmania

amazonensis

As atividades do acido undecilénico, (UND)2SbPhs, acido octanoico,
(OCTA)2SbPhs, acido hexanoico, (HEX)2SbPhs, PhsSbCl> e pentamidina nas
concentracfes de 100, 10, 1 e 0,1 uM, foram avaliadas sobre o crescimento de
formas promastigotas de Leishmania chagasi e Leishmania amazonensis.
Nenhum dos acidos, em todas as concentragfes testadas, apresentou inibi¢cao
do crescimento das promastigotas de Leishmania chagasi e Leishmania
amazonensis. Por isso, ndo foi possivel calcular Clso e efeito maximo para estas
substancias. Ja os complexos de fenilas mostraram inibicdo do crescimento de
promastigotas de ambas as espécies nas concentracdes maximas (Figuras 4.23
e 4.24). Em promastigotas de Leishmania chagasi, as Clso dos complexos
(OCTA)2SbPh3s e (UND)2SbPhs se mostraram semelhantes a de PhsSbCl2 (84 +
12,72 e 86, 33 = 0,23) e efeito maximo de 54,58 + 7,64 e 57,76 = 1,23. N&o foi
possivel calcular Clso de (HEX)2SbPhs, que apresentou efeito maximo de 46,08
+ 12,46 (Tabela 4.1)
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Acido Octandico [OCT]

undecilénico, (UND)2SbPhs, acido octanoico, (OCTA)2SbPhs, acido hexanoico,
(OCT), SbPh,

(HEX)2SbPhs, PhsSbCl. e pentamidina nas concentracdes de 100, 10, 1 e 0,1

Figura 4.23 Avaliacdo da inibicdo do crescimento de L. chagasi com acido
MM.
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Tabela 4.1 Determinacdo da poténcia (Clso) e efeito méximo do acido
undecilénico, (UND)2SbPhs, acido octanoico, (OCTA)2SbPhs, acido hexanoico,
(HEX)2SbPhs, PhsSbCl2 e pentamidina (todos nas concentra¢des de 100, 10, 1
e 0,1 uM) sobre promastigotas de Leishmania chagasi.

Clso® (UM £E.P.M.) Efeito Maximo

Substancias (%+E.P.M.)d

(OCTA)2SbPhs 84 + 12,72 52,02 + 3,61

(HEX)2SbPhs >100 39,09 +£4,19

(UND)2SbPhs 86,33 +£0,23 57,76 £ 1,23
Acido undecilénico >100 NT
Acido hexanoico >100 NT
Acido octanoico >100 NT

Ph3SbCl2 85,66 + 2,51 58,13 + 1,46

Pentamidina 7,46 £ 0,45 66,51 + 1,57

Os resultados referem-se a: °A Concentragdo Inibitéria 50% (Clso) do crescimento de
promastigotas e amastigotas calculados por curvas de concentracdo-resposta e expressa como
média * erro padrdo da média (E.P.M.); dEfeito maximo (EM) é expressa como efeito maximo +
erro padrdo da média em triplicata a partir de um experimento significativo. Os valores de EM
foram considerados significativos quando p * <0,05, ** p <0,01 em comparagdo com grupo de
DMSO; NT: substéancia ndo apresenta atividade de inibicao significante para o parasito, até a

concentracdo de 100 UM em comparac¢ao com o grupo de DMSO.
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Figura 4.24 Avaliacdo da atividade de inibicdo do crescimento de promastigotas
de L. amazonensis com acido undecilénico, (UND)2SbPhs, acido octanoico,
(OCTA)2SbPhs, acido hexanoico, (HEX)2SbPhs, PhsSbCl. e pentamidina nas
concentragdes de 100, 10, 1 e 0,1 uM. Foram considerados significativos quando
p * <0,05, ** p <0,01 para a concentragédo de 100 uM em comparagédo com grupo
de DMSO.
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Nas promastigotas de Leishmania amazonensis, (OCTA)2SbPhs
apresentou Clso de 9,5 £ 0,35, valor bastante inferior ao de PhsSbCl2 (73,5 £
2,12), e efeito maximo de 55,67 + 3,16, enquanto (HEX)2SbPhs e (UND)2SbPhz
tiveram Clso de 71,33 + 8,02 e 60,5 + 0,86. Seus efeitos maximos foram 66,5 +

3,53 e 71,67 £ 0,32, respectivamente (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Determinacdo da poténcia (Clso) e efeito méximo do acido
undecilénico, (UND)2SbPhs, acido octanoico, (OCTA)2SbPhs, acido hexanoico,
(HEX)2SbPhs, PhsSbCl2 e pentamidina (todos nas concentra¢des de 100, 10, 1

e 0,1 uM) sobre promastigotas de Leishmania amazonensis.

Clso® (UM £E.P.M.) Efeito Maximo

Substancias (%+E.P.M.)¢

(OCTA)2SbPhs 9,5+0,35 55,67 + 3,16

(HEX)2SbPhs 71,33 + 8,02 66,5 + 3,53

(UND)2SbPhs 60,5 + 0,86 71,67 £ 0,32
Acido undecilénico >100 NT
Acido hexanoico >100 NT
Acido octanoico >100 NT

PhsSbCl2 73,5+2,12 66, 45 + 7,45

Pentamidina 31,5+£9,19 66,17 £ 2,70

Os resultados referem-se a: ¢A Concentracdo Inibitéria 50% (Clso) do crescimento de
promastigotas e amastigotas calculados por curvas de concentracdo-resposta e expressa como
média + erro padrdo da média; “Efeito maximo (EM) é expressa como efeito maximo média + erro
padrdo da média em ftriplicata a partir de um experimento significativo. Os valores de EM foram

considerados significativos quando p * <0,05, ** p <0,01 para a concentracdo de 100 pM em
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comparacao com grupo de DMSO; NT: substéncia apresenta nenhuma atividade significativa letal

para a célula, até a concentragdo de 100 uM em comparagdo com o grupo de DMSO.

4.3 Ensaio de viabilidade celular: Reducéo de MTT

A determinacéo da viabilidade celular foi executa por meio do ensaio de
reducdo do MTT. Este € um ensaio colorimétrico que mede a reducdo do
composto amarelo MTT, através da enzima mitocondrial succinato
desidrogenase. O MTT penetra nas células, indo ao interior das mitocondrias
onde € reduzido a um composto roxo insoluvel (formazan). Sua reducdo a
formazan sé ocorre em células ativas, o que a torna uma medida da viabilidade
celular (SOFLAEI et al., 2012). Culturas de macrofagos J774 foram tratadas ou

nao com as substancias por um periodo de 48 horas.

Tabela 4.3 Determinacdo da concentragdo letal (CLso) do (OCTA)2SbPhs,
(HEX)2SbPhs, (UND)2SbPhs, &cido undecilénico, acido hexanoico, &cido
octanoico e PhsSbCl2 (todos nas concentragfes de 100 uM, 10 uM e 1 uM) para
macréfagos da linhagem J774 no ensaio de MTT.

CLso? (UM zE.P.M.) Citotoxicidade

Substancias Maxima (% E.P.M.)°
(OCTA)2SbPhs 52,16 + 3,01 100
(HEX)2SbPhs 55,33 + 0,57 100

(UND)2SbPhs 76,66 + 0,23 66,25 + 5,14

Acido undecilénico >100 NT
Acido hexanoico >100 NT
Acido octanoico >100 NT
PhsSbCl2 >100 NT
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Os resultados referem-se a: 2A concentracdo letal 50% (CLso), calculada pela curva
concentracéo-resposta toxicos. "Média + erro padrdo da média maxima de citotoxicidade em
triplicata de um experimento representativo. Os valores do efeito maximo foram considerados
significativos quando p * <0,05, ** p <0,01 comparado com o grupo de DMSO de 0,1; NT:
substancia apresenta nenhuma atividade significativa letal para a célula, até a concentracédo de
100 uM em comparacédo com o grupo de DMSO.

Os trés complexos ((OCTA)2SbPhs, (HEX)2SbPhs, (UND)2SbPhs) (Tabela
4.3) apresentaram citotoxicidade significativa na concentracdo de 100 uM, porém
foi menor que a apresentada por PhsSbClz2. (OCTA)2SbPhs, (HEX)2SbPhs,
(UND)2SbPh3 mostraram CLso de 52,16 + 3,01, 55,33 + 0,57 e 76,66 + 0,23, e
citotoxicidade méaxima de 100, 100 e 66,25 + 5,14, respectivamente. Os acidos
nao apresentaram toxicidade significativa, portanto néo foi possivel calcular CLso
e citotoxicidade méaxima. Ph3sSbhCl> mostrou alta toxicidade na concentracéo de
100 pM. N&o foi possivel calcular suas CLso e citotoxicidade maxima (Figura
4.25).
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, € possivel concluir que a metodologia utilizada
para a sintese dos complexos foi eficiente, pois sua formacéo foi ratificada por
meio de técnicas de RMN e infravermelho. Os complexos (UND)2SbPhs,
(OCTA)2SbPhs, (HEX)2SbPhs foram testados em formas promastigotas de L.
amazonensis e L. chagasi, e demonstraram capacidade de inibir o seu
crescimento, ao contrario de seus ligantes. (OCTA)2SbPhs mostrou Clso menor
que a de PhsSbCl: frente a promastigotas de Leishmania chagasi e Leishmania
amazonensis.

No ensaio de MTT, (UND)2SbPh3zapresentou maior CLso € menor citoxicidade
maxima, em relacdo aos outros complexos e PhsSbCl.. (UND)2Sbh(CHs)s,
(OCTA)2Sb(CHs)s e (HEX)2Sb(CHs)s estdo sendo submetidos a estes ensaios,
assim como os outros complexos de fenilas, estdo sendo submetidos aos
ensaios de avaliacdo de formas amastigotas, de quantificacdo de éxido nitrico e
0S outros ensaios que permitirdo avaliar sua atividade farmacoldgica e confirmar

seu potencial leishmanicida.
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Quadro 3.1 Laboratérios onde foram realizadas as atividades experimentais.

Atividade

Laboratorio

Sintese dos complexos de antiménio

(V)

Laboratério do Grupo de Catalise e
Reatividade Quimica (GCaR) do
Instituto de Quimica e Biotecnologia
da Universidade Federal de Alagoas
(IQB/UFAL)

Andlises por espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear

Laboratorio de Ressonancia

Magnética Nuclear do IQB/UFAL

Analises por espectroscopia na regiao
do

(espectrofotdmetro IRPrestige-21)

infravermelho médio

Laboratorio da Central Analitica do
IQB/UFAL

Avaliacdo da atividade leishmanicida
e imunomoduladora dos complexos

sintetizados.

Laboratério de Farmacologia e

Imunidade (LaFl) (ICBS/UFAL)

Quadro 3.2 Lista de reagentes e solventes e suas origens

Origem Solventes e reagentes | Férmula Molecular

Sigma-Aldrich Dicloreto de | (CeHs)3SbCl2
Trifenilantiménio(V)

Sigma-Aldrich Dibrometo de | (CH3)3SbBr2
Trimetilantiménio(V)

Vetec Acido hexanoico CsH1202

Vetec Acido octanoico CsH1602

Sigma-Aldrich Acido undecilénico C11H2002
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Sigma-Aldrich Tolueno C7Hs
Sigma-Aldrich Cloroférmio-D CDCls
Sigma-Aldrich Bicarbonato de sédio NaHCOs3
Sigma-Aldrich Oxido de deutério D20
Sigma-Aldrich Dimetilsulfoxido DMSO

Apéndice A - Espectro de Infravermelho do &cido octanoico.

Acido octanoico

120 -
100 - Lil ,
“"\“v*“‘/g'lwl'd.‘:-“‘*"-w,r" N A~ VT T ‘1‘1‘[ "‘g‘ | AN i‘l
\ ’, “l‘"“ * . "\ i 1‘ “‘ | ¥
80 - \ ] A
J' \‘ }' \ ‘j" '
|
“ ‘\ “‘ ’ Jlt ‘\ “\JMJ
s 60 n HJ‘,
3 ﬂ‘ \ ‘v\
2058 | 2850 ‘\
40 - \ “
2929
}
20 - |
~
1710
o ' I I I I I I I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
1

cm



Apéndice B - Espectro de Infravermelho do OCTANa.
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Apéndice C - Espectro de Infravermelho do (OCTA)2SbPhs.
(OCTA),SbPh,
04
Ay RS
| bl Vmw
| 1
!
-10 W d
2000-1696
© 3058
- 20 N
/ 2850 '/
2958 J 1639
-30 2922
e >5>5
734 o
-40 r T y T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm



Apéndice D - Espectro de Infravermelho do (OCTA)2Sb(CH3s)s.
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Apéndice E - Espectro de Infravermelho do acido hexanoico.
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Apéndice F - Espectro de Infravermelho do HEXNa.
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Apéndice G - Espectro de Infravermelho do (HEX)2SbPhs.
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Apéndice H - Espectro de Infravermelho do (HEX)2Sb(CHzs)s.
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