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RESUMO

Costa, Brenda de Lucena. Sintese e Avaliacdo Antileishmania de
Derivados Aminicos Planejados a Partir do Cardanol Saturado.
Dissertacao (Mestrado em Medicina Tropical) — Nucleo de Medicina Tropical.

Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

O desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o tratamento da
leishmaniose — doenca infecciosa, nhdo contagiosa, causada por diferentes
espécies de protozoarios do género Leishmania — tem demandado esforgos
globais em fungédo do avango da doenca. Descrevemos neste trabalho os
resultados referentes a sintese e caracterizacao de novos derivados aminicos,
protonaveis e N-metilcatidbnicos, concebidos a partir do cardanol saturado e
avaliacdes in vitro quanto a atividade antiproliferativa frente a forma
promastigota de L. amazonensis; ao potencial hemolitico; e acdo sobre a
membrana do parasito por ressonancia paramagnética eletrbnica. Neste
sentido, trés intermediarios e 16 derivados-alvo foram sintetizados em
rendimentos que variaram de 65 % a 98 % e caracterizados por ressonancia
magneética nuclear. A avaliacdo antiproliferativa frente a forma promastigota
de L. amazonensis revelou que LDT119Me (31, Clso 6,7 £ 0,5 uM) apresentou
melhor perfil de atividade, seguido de LDT246Me (30, Clso 10,1 = 2,4 pM) e
LDT136Me (35, Clso 10,3 £ 0,8 uM) semelhantes a miltefosina (6). No ensaio
de hemdlise, os derivados catidbnicos apresentaram maior potencial hemolitico
(HEMso0 22,6 uM a 297,2 yM) com LDT247Me (34) exibindo menor perfil (4,5
vezes), enquanto LDT246Me (30) e LDT136Me (35) os maiores (3 vezes)
guando comparados a miltefosina (6). A analise da acdo dos derivados-alvo
sobre a membrana do parasito por espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletrbnica apresentou perfil de atividade néo linear - em que
os derivados aminicos (LDT118 (22) e LDT120 (23)) e os catidnicos
(LDT246Me (30) e LDT136Me (35)) induziram maior fluidez & membrana do
parasito semelhante a 6, enquanto LDT10 (18) favoreceu a rigidez da
membrana.

Palavras chave: leishmaniose, L. amazonensis, derivados anfifilicos, LCC,

cardanol saturado



ABSTRACT

The development of new therapeutic agents for the treatment of leishmaniasis
— an infectious, non-contagious disease caused by different species of
protozoa of the genus Leishmania — has required global efforts in the light of
the disease's progress beyond endemic countries. We describe the results
concerning the synthesis and characterization of novel amines, protonatable
and N-methylcationic derivatives, designed from saturated cardanol and in
vitro evaluations of the antiproliferative activity against the promastigote form
of L. amazonensis; to the hemolytic potential and action on the parasite
membrane by electronic paramagnetic resonance. In this sense, three
intermediates and 16 target derivatives were synthesized in yields ranging
from 65 % to 98 % and characterized by Nuclear Magnetic Resonance. The
antiproliferative evaluation against the promastigote form of L. amazonensis
revealed that LDT119Me (31, ICso 6.7 £ 0.5 pM) had a better activity profile,
followed by LDT246Me (30, ICs0 10.1 £ 2.4 yM) and LDT136Me (35, 1Cs0 10.3
+ 0.8 yM) similar to miltefosine (6). In the hemolysis assay, cationic derivatives
had a higher hemolytic potential (HEMso 22.6 uM to 297.2 uM) with LDT247Me
(34) exhibiting a smaller profile (4.5 fold), whereas LDT246Me (30) and
LDT136Me (35) larger ones (3 fold) when compared to 6. The analysis of the
action of the target derivatives on the parasite membrane by electronic
paramagnetic resonance spectroscopy showed a non-linear activity profile, in
which the amine derivatives (LDT118 (22) and LDT120 (23)) and the cationic
ones (LDT246Me (30) e LDT136Me (35)) induced greater fluidity to the
membrane of the parasite similar to 6, while LDT10 (18) favored the hardness
of the membrane.

Keywords: leishmaniasis, L. amazonensis, amphiphilic derivatives, LCC,

saturated cardanol
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Introducao




1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES

A leishmaniose é uma doenca infecciosa transmitida por vetor, ndo
contagiosa, causada por diferentes espécies de protozodrios do género
Leishmania. Apresenta amplo espectro de manifestacbes clinicas e
diversidade epidemioldgica, dependendo da regido geografica, da espécie de
leishmania envolvida e das caracteristicas biolégicas do hospedeiro, podendo
acometer pele, mucosas e visceras (Ministério da Saude, 2017). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, as formas clinicas da infeccdo por
Leishmania séo a leishmaniose visceral (LV), forma mais grave da doenca e
também conhecida como calazar;, Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA), que manifesta-se como Leishmaniose Cutanea (LC), forma clinica mais
comum e que acomete a pele; e Mucocutanea (LMC), que acomete a pele e
mucosas (WHO, 2018).

A LTA ocorre com maior frequéncia que a LV sendo identificada a partir
das lesBes na pele, principalmente Ulceras, em partes expostas do corpo,
deixando cicatrizes ao longo da vida. Geralmente, manifesta seus primeiros
sintomas a partir de dois a trés meses de infeccdo, podendo ainda variar de
duas semanas a dois anos (Ministério da Saude, 2017). As formas
assintomaticas ocorrem em pacientes provenientes de zonas endémicas,
onde ha evidéncia epidemiolégica e imunoldgica da infeccado (Ministério da
Saude, 2014). O diagndstico para LTA é feito a partir da biopsia em tecidos
ou fluidos bioldégicos dos hospedeiros, onde comumente encontra-se o0
parasito (Romero e Boelaert, 2010). Embora ndo cause morte na auséncia de
complicagles, a LTA pode causar lesdes debilitantes e estigmatizantes, como
nos casos clinicos de Leishmaniose Cutanea Difusa (Mendes et al, 2016).

Do contrario, a LV é a forma mais agressiva podendo ser fatal em mais

de 95% dos casos sem tratamento. Nesta forma de manifestacdo clinica



observa-se  ocorréncia  irregular de  febre, perda  ponderal,
hepatoesplenomegalia e anemia. O periodo de incubacao varia tanto para o
homem — 10 dias a 24 meses, com média entre 2 a 6 meses — quanto para o
cdo — 3 meses a varios anos com média de 3 a 7 meses (Ministério da Saude,
2014). Entre as técnicas de diagndstico para a LV sdo encontradas a
Imunofluorescéncia Indireta (IFl) e Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica
(ELISA), para o diagnéstico de LTA o teste mais utilizado € de
intradermorreacao de Montenegro. Antes de iniciar o tratamento, recomenda-
se a confirmacdo do diagndstico, principalmente nos casos em que h&
evolucao clinica fora do habitual e/ou méa resposta ao tratamento anterior
(Ministério da Saude, 2014).

Atualmente, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
a leishmaniose € considerada uma doenca negligenciada devido aos
investimentos reduzidos em pesquisas, produ¢cédo de medicamentos e em seu
controle, o que contribui para o fato de ser endémica em paises

subdesenvolvidos (Ministério da Saude, 2017).

1.2. Dados Epidemiolégicos- Distribuicdo Geografica

A LTA constitui problema de saude publica em 85 paises distribuidos
em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia) com registro anual
de 0,7 a 1,3 milhdo de casos novos. E considerada pela OMS como uma das
seis mais importantes doencas infecciosas — pelo seu alto coeficiente de
deteccao e a capacidade de produzir deformidades. Cerca de 95 % dos casos
de LT ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio e
na Asia Central. Mais de dois tercos dos novos casos ocorrem em 6 paises:
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Ird e a Republica Arabe Siria (Roque
e Jansen, 2014) e quase 90% dos casos mucocutanos ocorrem na Bolivia,
Brasil e Peru (WHO, 2018).

As trés principais espécies de Leishmania relacionada a LTA sdo a

Leishmania (Leishmania) amazonensis, distribuida pelas florestas primarias e



secundérias da Amazénia legal, nordeste (Bahia), sudeste (Minas Gerais e
Sédo Paulo), Centro-oeste (Goias) e Sul (Parand); a Leishmania (Viannia)
guyanensis, aparentemente limitada & Regido Norte (Acre, Amapa, Roraima,
Amazonas e Para) e estendendo-se pelas Guianas; e a Leishmania (Viannia)
braziliensis que ocorre desde a América Central até o norte da Argentina,
sendo uma das mais importantes com ampla distribuicdo no Brasil. Dentro do
subgénero Viannia, existem outras espécies de Leishmania recentemente
descritas: L. (V) lainsoni, identificada nos estados do Para, Rondbnia e Acre;
L. (V) naiffi, com ocorréncia nos estados do Para e Amazonas; L. (V) shawi,
com casos humanos encontrados no Para e Maranhéo; e L. (V.) lindenberg,
identificada no estado do Para (Ministério da Saude, 2018).

Por sua vez, a LV é endémica no subcontinente indiano e no leste da
Africa. Mais de 90 % de novos casos ocorrem em paises como Bangladesh,
Brasil, Etiopia, india, Nepal e Sud&o. Os programas de eliminagdo no Sudeste
da Asia obtiveram como resultado o declinio de casos nos trés principais
paises endémicos: Bangladesh, india e Nepal (Roque e Jansen, 2014). A L.
donovani, responsavel pela maioria dos casos de LV da Africa Oriental e na
Asia, infecta individuos em diferentes faixas etarias; enquanto que L. infantum
€ a responsavel pela forma visceral na regido do Mediterraneo e na América
Latina, também associada a infeccdo de criancas e individuos
imunocomprometidos tendo os caninos como reservatorio (WHO, 2018;
Romero e Boelaert, 2010).

No Brasil, foram notificados 12.690 casos de LTA em 2016, sendo 94
% referentes a forma clinica de LC, enquanto 6 % manifestaram a LMC
(PAHO, 2018).

No Distrito Federal, a Secretaria de Estado de Saude registrou um caso
confirmado de LT até marco de 2018. Este caso encontra-se em investigacao,
para definir o local provavel de infec¢do. Observa-se uma reducao expressiva
dos casos confirmados, em relacgdo ao ano de 2017 com 17 casos

confirmados (Ministério da Saude, 2018).



1.3 CARACTERIZACAO E CICLO DE VIDA-AGENTES ETIOLOGICOS

As Leishmanias - protozoarios que pertencem a familia
Trypanosomatidae — apresentam ciclo heteroxénico sendo encontradas em
duas formas principais: promastigota, observada no trato gastrointestinal do
inseto vetor responsavel pela infeccdo, e amastigota, identificada nos tecidos
dos hospedeiros vertebrados, como parasito intracelular obrigatorio das

células do sistema mononuclear fagocitario (Figura 1).

Figura 1: Formas evolutivas da Leishmania. # Promastigota. 8 Amastigota em
macrofago
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Fonte: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar. MS, 2017

A infeccd@o do vetor ocorre durante o repasto sanguineo das fémeas,
gue ao sugarem o sangue de mamiferos infectados ingerem os macréfagos
parasitados pelas amastigotas da Leishmania. Esses macréfagos sao
rompidos no trato digestorio anterior do fleb6tomo liberando os parasitos que
se reproduzem por divisdo binaria e diferenciam-se rapidamente em
promastigotas. As formas promastigotas transformam-se em paramastigotas
e colonizam o es6fago e a faringe do vetor. Ali permanecem aderidas ao
epitélio pelo flagelo até se diferenciarem nas formas infectantes -
promastigotas metaciclicas. Este ciclo completo do parasito no vetor tem a
duracdo de 72 horas (Figura 2) (Ministério da Saude, 2014).

O vetor infectado inocula as formas promastigotas metaciclicas na pele

do hospedeiro, por exemplo o homem ou caninos, enquanto se alimenta. Por



fagocitose, os parasitas sdo internalizados nos macréfagos, local onde ocorre
a transformacdo em amastigota, que se multiplica nas células infectadas até
qgue ocorra a lise celular. As formas amastigotas podem se disseminar na
corrente  sanguinea a fim de infectar novas células e/ou infectar
flebotomineos, dando continuidade ao ciclo (Ministério da Saude, 2014; CDC,
2018).

Figura 2: Ciclo de transmissao da leishmaniose
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1.4. FISIOPATOLOGIA DA LEISHMANIOSE

1.4.1 Respostas imunolégicas

Inicialmente, observa-se a resposta imune inata que é importante frente
a Leishmania. Componentes do sistema complemento depositam-se sobre a
superficie do patdgeno, o que determina sua lise e/ou sua eliminacdo por
células do sistema fagocitico. A destruicdo das formas promastigotas
juntamente com as particulas antigénicas produzidas poderdo ser utilizadas
pelas células apresentadoras de antigeno no reconhecimento antigénico,
impedindo o desenvolvimento da infeccdo. Falhas nesse processo —
dependentes da intensidade e qualidade da resposta imune e caracteristica
de viruléncia da cepa envolvida — influenciardo a evolucédo da doenca para
cura espontanea ou o tipo de manifestacao clinica, podendo ser autolimitadas,
difusas ou progressivas, com manifestacdes na forma tegumentar ou visceral
(Ministério da Saude, 2017).

O parasito, ao ser fagocitado, é internalizado no vacuolo parasitoforo
(fagolisossoma), separado do citoplasma celular. As Leishmanias
desenvolveram mecanismos de defesa capazes de subverter a capacidade
microbicida dos macréfagos, sobrevivendo e multiplicando-se no interior
dessas células até a ruptura celular, quando séo liberadas e podem infectar
outros macrofagos. Desta forma, propagam a infeccdo e liberam particulas
antigénicas que serdo apresentadas ao sistema imune, gerando a resposta
especifica (Ministério da Saude, 2017).

Quando os macrofagos ndo respondem de forma adequada ao
parasito, devido as estratégias de escape da resposta imune realizadas pelas
Leishmanias, contribuem para a fisiopatogenia atuando como célula
hospedeira. Assim, o desenvolvimento da resposta especifica, relacionada ao
hospedeiro, torna-se importante na patogenia. A ativacdo de macrofagos por
linfécitos T auxiliares 1 (Linfécitos T helper — Thl), por meio da liberagéo do

interferon-gama (IFN-y), leva ao aumento da producédo de espécies reativas



de oxigénio e nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), aumentando a atividade
microbicida destes e resultando na eliminacdo dos parasitos. Falha nessa
resposta do hospedeiro permite maior desenvolvimento do parasito —
polarizagdo da reposta para o tipo Th2 associada a producgéo de citocinas anti-
inflamatdrias como a IL-10 e diferenciagcdo em macrofagos M2 sem perfil
citotoxico. Desta maneira ha agravamento da doenca e manifestacdes clinicas
na forma de leishmaniose cutanea difusa (LCD) ou LV, a depender da cepa
envolvida (Scott e Novais, 2016).

Portanto, a resposta Thl — via linfocitos (CD4, CD8), citocinas (IL-12,
IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), linfotoxina e algumas
guimiocinas produzidas por macrofagos — sdo importantes para o controle da
doenca. Esta resposta tem como resultado a ativacdo de macréfagos,
tornando-os capazes de eliminar o parasito, controlando a infec¢do. Dentro
desta perspectiva, ha diminuicdo do niumero de parasitos, menor exacerbacao
da resposta imune pelo menor aporte de antigenos, controle do processo
inflamatorio, aumento da funcao de fibroblastos com producao de fibrose e
tecido de cicatrizagcdo. Este tipo de resposta é observada na LC com lesdes
autolimitadas. Porém, embora a resposta celular seja a mais apropriada,
exacerbacdo Thl com aumento de CD8+ tem sido associada ao aparecimento

das lesbes desfigurantes observadas na LMC (Scott e Novais, 2016).

1.5. QUIMIOTERAPIA DAS LEISHMANIOSES

Segundo a OMS, os medicamentos de primeira linha disponiveis para
o tratamento da leishmaniose incluem os derivados antimoniais pentavalentes
antimoniato de meglumina (1) e estibogluconato de sédio (2); enquanto 0s
de segunda linha incluem a anfotericina B (3) e a pentamidina (4) (Figura 3).



Figura 3: Quimioterapicos para Leishmaniose
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Descobertos ha mais de 50 anos, os antimoniais 1 e 2 — eficazes no
tratamento da leishmaniose em diversos paises incluindo o Brasil — atuam
inibindo enzimas relacionadas a via glicolitica e a oxidacao de 4cidos graxos.
Entre as limitagbes relacionadas ao seu uso séo relatadas as toxicidades renal
e cardiaca, caracteristicas farmacocinéticas, como o regime de altas doses,
tempo de administracdo longo e via parenteral, que prejudicam a aderéncia
ao tratamento. Além disso, cepas resistentes aos antimoniais tém sido
descritas (Ouellette et al, 2004). Por sua vez, a anfotericina B (3), alternativa
terapéutica importante no controle da leishmaniose, atua na ligacdo ao
ergosterol presente na membrana plasmética da Leishmania, levando a
formacdo de poros. Apresenta ainda como vantagem a acao sobre cepas
resistentes aos antimoniais pentavalentes; porém possui alta nefrotoxicidade,
podendo gerar hipocalemia, e reacdes adversas relacionadas a sua
administracdo por infusdo. Adicionalmente, o tratamento com 3 necessita de
internacd@o hospitalar obrigatoria devido a administracdo ser exclusivamente
intravenosa (Menezes et al, 2015). Com a finalidade de reduzir a
nefrotoxicidade, formulacdes lipossomais e coloidais da anfotericina B foram
desenvolvidas resultando no aumento da biodisponibilidade e melhora de

propriedades farmacocinéticas; entretanto o alto custo e a instabilidade em
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temperaturas mais altas limitam o tratamento em paises endémicos (Ouellette
et al, 2004).

A pentamidina (4) possui como mecanismo de acdo a alteracdo da
estrutura dos cinetoplastos e a sintese de poliaminas. Administrada por via
intramuscular, apresenta efeitos adversos como hiperglicemia, dano
pancreatico, taquicardia e hipotenséao, além de elevada toxicidade. Possui
baixa eficacia e € contraindicada a pacientes com comorbidade renal,
hepética ou cardiaca, diabéticos, gestantes e lactantes (Ouellette et al, 2004).
Atualmente, seu uso terapéutico é realizado na forma de combina¢cdes com
outros medicamentos disponiveis para o tratamento da leishmaniose em

alguns protocolos terapéuticos (Menezes et al, 2015).

1.5.1. Farmacos Adjuvantes e Reposicionados

Outros agentes terapéuticos, adjuvantes ou reposicionados, tém sido
empregados como por exemplo a paromomicina (5) e a miltefosina (6) (Figura
4).

Figura 4: Farmacos adjuvante e reposicionado no tratamento da Leishmaniose
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A paromomicina (5), adjuvante ao tratamento da leishmaniose, é um
antibiético aminoglicosideo isolado de bactérias do género Streptomyces.

Altera a sintese de proteinas, a atividade mitocondrial e a capacidade de
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captacdo de precursores de macromoléculas, dificultando, assim, o
crescimento do parasito. Apresenta como vantagem o baixo custo de
tratamento; porém, possui a limitacdo farmacocinética de ser administrado por
via parenteral e efeitos adversos como nefrotoxicidade, ototoxicidade,
disfuncéo hepatica contribuem para sua restricdo como alternativa terapéutica
(Bastos et al, 2016).

O derivado fosfocolinico Miltefosina (6), inicialmente desenvolvido
como antineoplasico, foi o primeiro farmaco de administracéo oral disponivel
para o tratamento das LV, LC e LMC. Foi aprovado para tratamento da
leishmaniose em pacientes que possuem pelo menos 12 anos de idade em
paises como india (2002), Alemanha (2004), Colémbia (2005) e Estados
Unidos (2014) (Aichelburg et al, 2008; Llull et al, 2007), e para tratamento da
leishmaniose visceral canina (LVC) no Brasil (Ministério da Agricultura e
Pecuaria e Ministério da Saude, 2016). Apesar da vantagem relacionada a via
de administracdo e ser alternativo no tratamento de cepas resistentes, possui
limitacdo de uso em gestantes, em face de potenciais riscos relacionados a
teratogénese, e efeitos gastrointestinais graves. Entre 0os mecanismos de
resisténcia observados estd a diminuicdo na penetracdo do farmaco no
parasito, aumento do efluxo e tolerédncia a morte celular induzida. A resisténcia
tem sido associada também a meia vida prolongada da miltefosina (Dorlo et
al, 2012).

Embora seu mecanismo de acao néo seja claro, estudos demonstraram
possivel atuacdo multialvo, incluindo a acdo sobre o citocromo C-oxidase com
diminuicao da atividade mitocondrial e na ativacdo de caspases, com inducao
a apoptose (Aichelburg et al, 2008). Experimentos realizados com
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrbnica (EPR)
demonstraram que 6 altera a dinamica dos lipideos e proteinas nas
membranas de Leishmania amazonensis (Ministério da Agricultura e Pecuaria
e Ministério da Saude, 2016), de eritrocitos (Dorlo et al, 2012) e da camada

lipidica extracelular do estrato cérneo (Ponte et al, 2012). Esses dados
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sugerem que a membrana da Leishmania pode constituir importante alvo

terapéutico.

1.6. BIOMEMBRANAS

As biomembranas séo estruturas fluidas e dindmicas constituidas de
lipideos, carboidratos — glicoproteinas e glicolipideos — e proteinas.
Estruturalmente, os lipideos organizam-se em bicamadas (barreira
hidrofébica de permeabilidade), enquanto as proteinas conferem
permeabilidade seletiva controlando a entrada e saida de substancias da
célula (Quinn e Wolf, 2009). Adicionalmente, as membranas apresentam
dominios lipidicos — lipid rafts caracterizados pelo alto grau de cadeias
saturadas — que estdo envolvidos no trafego intracelular e processos de
endocitose desencadeados por patégenos e parasitas (Keenan e Morre,1970;
van Helvoort e van Meer, 1995) (Figura 5).

Figura 5: Organizagéo estrutural da raft

Wl

A —meio extracelular; B — meio intracelular; 1 — Regido néo-raft da membrana,;
2 — Regido de raft membranar; 3 — Proteina integral da raft; 4 — Proteina
integral de regido nao-raft; 5 — Glicosilacdes em lipideos e em proteinas de
raft; 6 — Proteina ancorada a GPI; 7 — Colesterol; 8 — Esfingolipideo. Fonte:
adaptada de (Wikipedia, 2018).

Entre as proteinas periféricas ancoradas aos lipideos estdo as
receptoras que retransmitem sinais entre os ambientes interno e externo da
célula; proteinas integrais transmembranares que incluem transportadores;
canais ionicos; receptores; enzimas de membrana como oxirredutase,
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transferase ou hidrolase; dominios estruturais de ancoragem membranar;
proteina de adesdo celular, e proteinas envolvidas na acumulacédo e
transducédo de energia (Almén et al, 2009).

Em qualquer organismo parasito, a membrana plasmatica representa a
principal interface entre este e o hospedeiro. Na Leishmania — que divide sua
existéncia entre o ambiente hidrolitico neutro-alcalino do intestino médio dos
insetos e o ambiente hidrolitico acido dos fagolisossomos dos mamiferos — a
membrana plasmatica envolve toda a célula, incluindo o flagelo. A superficie
celular é sustentada por citoesqueleto microtubular extensivo ligado a
superficie interna da membrana por meio de matriz regular de proteina
associada a microtubulos (Schneider et al, 1992). Os fosfolipideos
correspondem a cerca de 70 % dos lipideos totais (Wassef et al, 1985) —
fosfatidilcolina (7), fosfatidiletanolamina (8), fosfatidilinositol (9) e ergosterol
(10) (Figura 6) (Zang e Beverley, 2010) além de glicolipideos (Yoneyama et
al, 2006).

Figura 6: Principais lipideos que constituem a membrana plasmética da Leishmania
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Adicionalmente, as diferentes formas evolutivas de Leishmanias
apresentam em sua superficie uma variedade de moléculas — como
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e glicolipideos livre de GPI — que intermedeiam

interacbes essenciais na relacdo parasito-hospedeiro relacionadas a
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viruléncia, infecciosidade, sobrevida e patogénese (Neves et al, 2005). Neste
sentido, a membrana celular das promastigotas apresenta lipofosfosglicanos
(LPGs) de alto peso molecular, mais abundante na superficie celular;
glicoproteinas (GP63) e proteofosfoglicanas (PPGs) ancoradas ao GPI; e
densa camada de GPIs livres abaixo dessas macromoléculas. Nas
amastigotas ha diminuicho de macromoléculas ancoradas ao GPI e

manutencao de GPIs livres (llgoutz e McConville, 2001) (Figura 7).

Figura 7: Organizacao estrutural da superficie celular da Leishmania
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Fonte: adaptada de llgoutz e McConville, 2001.

Devido a manutencdo da homeostase celular bem como no
desenvolvimento e sobrevivéncia do parasito no hospedeiro, a membrana
apresenta-se como alvo para substancias que possam alterar sua dinamica.
Diferentes técnicas para avaliagdo da influéncia de moléculas sobre a
dindmica de dominios lipidicos e fluidez tém sido empregadas; dentre elas
podemos destacar a espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica
(EPR) com o uso de marcadores de spin derivados de acidos graxos (Rittig e
Bogdan, 2000).
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1.6.1. Espectroscopia Paramagnética Eletronica (EPR)

A espectroscopia EPR permite detectar e caracterizar, sem alterar ou
destruir moléculas com elétrons desemparelhados (spin eletrénicos), sendo
eficiente para o estudo de diversos sistemas fisicos, quimicos e biolégicos. A
técnica baseia-se na absor¢do ressonante da radiacdo eletromagnética na
regido de frequéncia de micro-ondas por materiais paramagnéticos na
presenca de campo magnético estatico e campo de modulacdo, quando as
moléculas mudam seus estados de energia. Radicais livres e compostos
biolégicos, como membranas lipidicas e proteinas contendo elementos de
transicdo, sdo bastantes investigados por EPR em pesquisas bioldgicas
(Swartz et al, 1972).

Os sistemas biologicos, que em sua maioria ndo possuem elétrons
desemparelhados, necessitam da incorporacdo de radical paramagnético
(marcador de spin) que age como sonda para a investigagdo do meio em que
se encontram (Lacaz-Vieira e Malnic, 1981). Os marcadores contendo o grupo
nitroxido como elemento paramagnético, como o acido 5-doxil-estearico (11)
(5-DAS) (Figura 8), intercalam-se em regides lipidicas de sistemas de
interesse por meio de ligagdes covalentes a grupos funcionais especificos de

proteinas e acidos nucleicos (Klare e Steinhoff, 2009).

Figura 8: Marcador lipidico 5-DAS (11)
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Acido 5-Doxilestearico (11, 5-DAS)

Dessa forma, as proteinas de membrana podem ser analisadas quando
estdo solubilizadas em tensoativo ou embebidas na bicamada lipidica [33].
Experimentos com os marcadores de spin foram os primeiros a fornecer
evidéncias diretas sobre os tipos de movimentos caracteristicos dos lipideos

constituintes da membrana (Schreier, 1979).
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Esta técnica foi explorada por Alonso e colaboradores (2016) que
verificaram o aumento no dinamismo de lipideos e proteinas na membrana
citoplasmatica da L. amazonensis apoés tratamento com miltefosina (6),
ocasionando maior susceptibilidade a lise celular em comparacdo aos
macrofagos mais resistentes. Esses resultados reforcam a membrana como
alvo interessante para o desenvolvimento de compostos anfifilicos faciais.
Estes compostos, também denominados membrana ativos, alteram a
permeabilidade da membrana por meio de lesdes especificas e diretas,
causando o rompimento dos fosfolipideos membranares com extravasamento
do conteudo intracelular, perda do controle osmoético, e, por fim, lise celular
(Chin et al, 2007).

1.6.2. Derivados anfifilicos faciais

Compostos anfifilicos apresentam em sua molécula uma subunidade
polar (hidrofilica) e outra apolar (hidrofébica). A subunidade apolar, também
denominada de cauda, € constituida por uma ou duas cadeias carbénicas;
enquanto a subunidade polar, ou cabeca, pode apresentar grupos idnicos
(cations ou anions), ndo iénicos ou anféteros (Figura 9) (Daltin, 2011).

Figura 9: Representacdo esquematica dos compostos anfifilicos catibnicos (A),
anibnicos (B), anféteros (C) e néo ibnicos (D). A cauda corresponde a subunidade

apolar e a cabeca a subunidade polar
Cauda i Cabeca
A /\/\/\/\/\/\:.

BTN

EE

Fonte: adaptada de Daltin, 2007.
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A capacidade desses compostos de alterar a permeabilidade da
membrana esta associada a possiveis mecanismos como a interacdo com
proteina de membrana em concentracfes acima da concentracdo micelar
critca (CMC), atuando como desnaturantes, desenovelando e
descaracterizando suas estruturas terciarias (de Oliveira e Dias, 2017). Alguns
modelos de interacdo entre o composto anfifilico e proteinas estdo

representados na Figura 10.

Figura 10: Representacdo esquematica da interacdo entre proteina e 0s compostos
anfifilicos: (a) modelo “colar de pérolas”; (b) elipsdide prolato; (c) e (d) vista lateral e

frontal, respectivamente, do modelo “hélice flexivel”

(a) (b)
(\9/) S——

(c) (d)

Fonte: adaptada de Turro e Lei, 1995.

O modelo “colar de pérolas” (a) é caracterizado por estruturas
micelares ligadas a cadeia polipeptidica da proteina; enquanto no modelo
elipsoide prolato (b) as moléculas de surfactantes agregam-se formando
estrutura elipsoidal com o semieixo menor de 18 A° e cadeia polipeptidica
envolta no agregado. O modelo “hélice flexivel” (c e d) descreve teoricamente
o complexo micelar como agregado de surfactantes formando cilindro flexivel
envolvido pela cadeia polipeptidica em forma helicoidal (de Oliveira e Dias,
2017).

O tipo de composto anfifilico influencia em seu possivel mecanismo de
acdo. A maioria dos compostos anfifilicos catibnicos atuam conforme o

modelo de agao “carpet”. Este modelo requer a interacdo do derivado anfifilico
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com a face da membrana celular, presumivelmente por interagdes ionicas e
concentracdo adequada, de modo a retirar partes da membrana formando
espécies de ‘micelas’, fragilizando a membrana e expondo os componentes
citoplasmaticos com consequente lise celular (Bruce, 2010).

As fosfocolinas miltefosina (6), edelfosina (12) e o anélogo
fosfopiperidinico perifosina (13) possuem caracteristicas anfifilicas e atuam

alterando a fluidez da membrana plasmatica (Figura 11).

Figura 11: Estrutura quimica das fosfocolinas 6 e 12 e fosfopiperidina 13
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A edelfosina (12) — éter lipidico contendo a subunidade glicerila entre a
cadeia alquilica e o grupo fosfocolina — foi desenvolvido como antitumoral cujo
mecanismo envolve a inducdo da apoptose por interacdo com as membranas
celulares e degradacdo do DNA (Savage et al, 2002). Demonstrou atividade
antileishmania frente as espécies L. donovani, L. panamensis, L. mexicana, L.
major, L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum com Clsp entre 2,0 uM a
27,7 uM para promastigotas e variando de 3,1 pM a 12,2 pM para amastigotas
axénicas, exceto a L. major. Apresentou ainda atividade antileishmania em
camundongos e hamsters infectados com L. major, L. panamensis L.
braziliensis sem demonstrar efeitos adversos significativos (Gajate e
Mollinedo, 2002).
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A perifosina (13) — andélogo alquilfosfopiperidinico utilizado como
antitumoral em casos de neuroblastoma, mieloma mudaltiplo, céancer
colorretalmetatastico e cancer de rim — apresentou atividade antileishmania in
vivo frente as formas promastigotas de L. amazonensis (Clso 3,59 uM) e L.
donovani (Clso 1,98 pM) bem como sobre a forma amastigota de L.
amazonesis (Clso 2,2 pM). A atividade antileishmania est4d associada a
diminuicao da atividade mitocondrial, dos niveis celular de adenosina trifosfato
(ATP), da fosforilacdo das proteinas quinases serina/treonina nos parasitos e
da diminuicdo do potencial elétrico transmembranar (Varela-M et al, 2012).

A similaridade estrutural entre os derivados fosfocolinicos e os lipideos
fendlicos extraidos do liquido da casca da castanha do caju (LCC) levaram a
perspectiva do desenvolvimento de novos agentes terapéuticos com
caracteristicas de anfifilicos planejados visando atuar como compostos

membrana-ativos em Leishmanias.

1.7. O LIQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DO CAJU (LCC)

O Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta que se traduz em
mais de 20% do numero total de espécies identificadas (Lima et al, 2013).
Dentro deste contexto, o cajueiro (Anacardium occidentale) apresenta
importante interesse comercial advindo do beneficiamento da castanha do
caju (fruto) com geracao de biomassas e subprodutos de baixo valor agregado
como o liquido da casca de sua castanha (LCC) (Ministério do Meio Ambiente,
2017).

O LCC compreende 25 % do peso da castanha in natura e,
dependendo da forma de extracdo, pode ser classificado como natural —
cujos constituintes sdo extraidos da castanha natural — ou LCC técnico, como
subproduto industrial. Os diferentes processos para obtencdo dos LCCs
alteram o percentual das misturas de seus principais componentes. Neste
sentido, processos de extracdo a frio conferem ao LCC natural maior

percentual da mistura de acidos anacardicos (14). Ja nos processos a quente
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— com temperaturas em torno de 180 °C — 14 é convertida em uma mistura de

cardanois (15) predominante no LCC industrial ou técnico (Tabela 1)
(Mazzetto et al, 2009).

Tabela 1: Composicao quimica dos LCCs natural e técnico

OH (0]

OH OH OH
CEKOH ©\ /©\ tij\
CisHain CisHaz2n HO CisHz12n HO

CisHa12n

Acidos Anacardicos (14) Cardanois (15) Cardois (16) 2-Metilcardois (17)
n=0 C15:0
8
n=1 - C15:1 (A)
8 11
n=2 - - C15:2 (B)
8 11
n=3 - — C15:3 (C)
Constituinte LCC Natural LCC Técnico
Acidos Anacardicos 71,70 — 82,00 % 1,09-1,75%
Cardanois 1,60 —-9,20 % 67,82 — 94,60 %
Cardois 13,80 - 20,10 % 3,80-18,86 %
2-Metilcardois 1,65-3,90 % 1,20-4,10%
Componentes Minoritarios 2,20 % 3,05-3,98 %
Material Polimérico 0,34-21,63%

Fonte: Adaptada de Mazzeto et al, 2009.

Quimicamente, os componentes do LCC séo derivados fendlicos que
possuem cadeia lateral com 15 carbonos — posi¢cdo meta em relacao ao fenol
— e se diferenciam de acordo com suas insaturagcdes em monoenos (48-49
%), dienos (16-17 %) ou trienos (29-30 %), havendo ainda pequeno percentual
de cadeias saturadas (3-5 %) (Voirin et al, 2014).

Na perspectiva do uso de compostos nhaturais que apresentam
atividades bioldgicas, o LCC tem atraido a atencao de pesquisadores por ser
um recurso renovavel, de baixo custo e versatil para transformacdes quimicas.
Na literatura sdo descritos diversos trabalhos que avaliam tanto os lipideos

fendlicos, quanto os produtos de sua modificagdo quimica em relacdo as
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propriedades antioxidantes, antibacteriana, fungicida, antiparasitaria,
anticarcinogénica, larvicida e anticolinesterasica (Stasiu et al, 2014; Matias et
al, 2017). As caracteristicas eletrénicas e hidrofébicas dos derivados do LCC
conferem atributos estruturais relevantes ao reconhecimento molecular por
diferentes alvos terapéuticos (Carneiro, 2004) como o planejamento de

compostos anfifilicos catibnicos a partir do cardanol saturado.
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2. JUSTIFICATIVA

A necessidade de medicamentos de baixo custo bem como os poucos
investimentos financeiros disponiveis para doencas negligenciadas
parasitarias sdo os principais responsaveis pela limitagdo do tratamento da
leishmaniose nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento.
Entretanto, os fluxos migratérios tém aumentado o numero de casos de forma
global e atingido os paises desenvolvidos, o0 que tem levado grupos de
pesquisa a buscarem novos compostos com atividade leishmanicida (Roque
e Jansen, 2014)

Na perspectiva do uso de fontes renovaveis de baixo custo, o LCC
técnico tem atraido a atencdo de pesquisadores quanto ao uso de seu
componente majoritario: a mistura de cardanois (15). Desta forma, 15 pode
ser hidrogenado ao derivado saturado (18), ou 3-pentadecilfenol, cuja cadeia
longa linear com 15 atomos de carbono pode mimetizar as subunidades
hidrofébicas da miltefosina (6). Adicionalmente, por meio da funcionalizacao
da hidroxila fendlica é possivel obter compostos com caracteristica anfifilica
explorando reacfes classicas de sintese organica. Neste sentido, a
funcionalizacdo da hidroxila fendlica com substituintes amina e amonio visa
inserir a caracteristica anfifilica catibnica em 18. Por fim, a avaliacao frente a
formas promastigotas e amastigotas permitira a validacdo do planejamento
racional destes candidatos a agentes terapéuticos em consonancia a

necessidade de novos farmacos para o tratamento da leishmaniose.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar novos derivados aminicos planejados a partir do cardanol
saturado e avaliar o perfil de toxicidade em cultivos da forma promastigota de

Leishmania.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintese e caracterizacao de intermediarios e produtos aminicos finais;
o Avaliacdo da toxicidade dos derivados aminicos em cultivos de formas

promastigota de Leishmania amazonensis;

o Avaliacdo da citotoxicidade e propriedades hemoliticas dos derivados
aminicos;

o Avaliacdo da alteracdo da membrana de Leishmania amazonensis por
EPR; e

o Estabelecimento de relacdes estrutura-atividade
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4. PLANEJAMENTO SINTETICO

O planejamento sintético para a obtencdo dos derivados-alvo
(Esquema 1) compreendeu a exploracdo de procedimentos classicos e.g. O-
alquilacdo, substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) e hidrogenacao
catalitica de acordo com trabalho desenvolvido por Santos [52].

Neste sentido, 3-pentadecilfenol (18), adquirido da empresa Sigma-
Aldrich, foi submetido a reacdo com 1,2-dibromoetano para obtencdo do
intermediario bromado LDT117 (19), o qual foi convertido as aminas terciarias
20-27 por reacdo assistida em forno micro-ondas convencional em
acetonitrila. Estas foram submetidas a reacdo de N-metilagdo com iodeto de
metila levando aos respectivos sais N-metilamonio 30-36. Para obtencgéo da
amina primaria, 19 foi convertido no intermediario azida LDT137 (29), o qual

foi reduzido & amina-alvo (28).

Esquema 1: Metodologia sintética geral para obtencéo dos derivados-alvo

Y.A__
'w

n

OH
LDTZdE (20,n=0,Y = CHy, W = CHy)
Br LDT419 (21, n =1, Y = CHy, W =CHy)
Br > Amina LDT118 (22,n=1,Y = CH,, W=0)
“NaOH g 10%, THF, (o) 10%, THF, “TEA MeCN, tgﬂi? gi : - 1 :i 222 w - 2)1,4,
R 700 MO: P 50%, 5x 1' P
CysHaq Aliquat® ,70°C, 20 h CysHas X CysH3q

LDT247 (25, n =1, Y = CHz, W = N'CH3)
LDT436 (26, n =1, Y = CHy, W = N'COOBu)

LDT10 (18) LDT117 (19) 20-27 LDT134 (27, n = 1, Y = CH,0H, W = OH)
NaN, Mel
DCM, 40°C,
MeCN, 90°C, 24 h 4h
Y...
W
NH \N\/lJ)
0/\/ 2 0/\/® n

LDT246Me (30, n =0, Y = CHy, W = CH)
LDT419Me (31, n =1, Y = CHz, W= CHy)
< 2fPaC LDT118Me (32, n =1, Y = CHy, W= 0)
~Eon ta.6n LDT120Me (33,n =1,Y = CH, W =)
CysHaq C1sHa CysHyy LDT247Me (34, n =1, ¥ = CHy, W = N'CH;)

LDT136Me (35, n = 1, ¥ = CH,, W = N'COO1Bu)
LDT138 (28) LDT137 (29) 30-36 LDT134Me (36, n = 1, ¥ = CH,0H, W = OH)
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. GENERALIDADES, MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais em Sintese Organica foram
realizados no Laboratério de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas
(LADETER) da Universidade Catélica de Brasilia e no Laboratério de
Desenvolvimento de Inovacdes Terapéuticas (LDT) do Nucleo de Medicina
Tropical da Universidade de Brasilia no periodo de janeiro de 2017 a agosto
de 2017.

Os ensaios biolégicos - atividade antiproliferativa da L. amazonensis,
EPR e potencial hemolitico - foram realizados no Laboratério de Biofisica da
Universidade Federal de Goias (UFG), no periodo de janeiro a maio de 2018.

Os reagentes e solventes quimicos utilizados neste trabalho foram
adquiridos das industrias Sigma-Aldrich® (EUA), Tedia® (EUA) e PanReac
(Espanha). Diclorometano (DCM), acetonitrila (MeCN) e trietilamina (TEA)
foram previamente tratados com hidreto de calcio e destilados antes do uso.

As reacfes — realizadas sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente ou em aquecimento em banho de éleo — foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando cromatofolhas (5,0 x 1,5
cm) de silica Kieselgel 60 F254 suportada em aluminio com espessura de 0,25
mm (SILICYCLE®) visualizadas em lampada de UV (254-365 nm), que
permitiu o calculo dos fatores de retencdo (Rf). Quando necessario, 0s
produtos foram revelados com solucdo alcodlica de ninidrina a fim de
evidenciar a presenca das aminas. Para a purificacdo dos compostos foi
utilizada cromatografia em coluna com fase fixa de gel de silica G60 (70-230
mesh; 230-400 mesh, SILICYCLE®) bem como por meio do sistema de
cromatografia flash em equipamento Isolera Spektra Systems with ACI™

(Biotage®) em cartucho de silica SNAP 10 g.
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A hidrogenacao catalitica foi realizada em aparelho Paar, modelo 3911.

Os solventes foram evaporados a pressdo reduzida utilizando
evaporador rotatério Tecnal® TE-211, conectado ao sistema de alto-vacuo
com pressdo variando entre 10 e 0,1 mmHg. Os pontos de fusdo, nao
corrigidos, foram determinados em aparelho digital de fusdo MQAPF302.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
de 'H — 300 MHz ou 500 MHz) e carbono-13 (RMN de 3C — 75 MHz ou 125
MHz) foram obtidos em aparelho Brucker Avance DRX300 e DRX500 do
Centro Nordestino de Aplicacdo da Ressonéancia Magnética Nuclear
(CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara (UFC), utilizando CDCls
como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os valores
de deslocamento quimico (8) sédo referidos em parte por milhdo (ppm) em
relacdo ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas
dos sinais foram obtidas por integracdo eletronica e suas multiplicidades
descritas como: simpleto (s); sinal largo (sl); dupleto (d); duplo-dupleto (dd);
tripleto (t); quinteto (qgi) e multipleto (m).

A Figura 12 apresenta as estruturas Markush e numeragdes
padronizadas visando facilitar a analise dos espectros.

Figura 12: Numeracéo e legendas empregadas nos assinalamentos em RMN de H
e de 3C

n=0,W=CH,
z ¢ d z ¢ d n=1,W=CH,
\ / M \ / \ n=1,W=0
R = N OH N W Lwes
= \ {f n=1, =
N Nl n=1W=NH

n=1,W=NICH;
Z =« ou CHz (N®) n =1, W= NCOOtBu
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5.2. SINTESE E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICOS DOS
COMPOSTOS

5.2.1. Obtencdo do derivado 1-(2-bromoetdxi)-3-pentadecilbenzeno (19,
LDT117)

Br
OH o >

Br
Br/\/
NaOH (5q) 10%, THF, Aliquat®
70°C, 20 h
CisHap CisHap

90%

LDT10 (18) LDT117 (19)

A um baldo de 125 mL foram adicionados 2,00 g de LDT10 (18) (6,57
mmol), solucdo de hidréxido de sdédio 10 % (5,0 mL), 6 gotas de Aliquat® e
tetraidrofurano (THF) (3,0 mL). A mistura foi submetida a agitacdo magnética
durante 25 minutos, visando favorecer a formacgéao do ion fenolato, seguida da
adicao de 4,5 mL de 1,2-dibromoetano (52,54 mmol). A mistura reacional foi
submetida a refluxo a 70 °C, sob agitacdo magnética, por aproximadamente
20 horas. Apés este periodo, foi resfriada em banho de agua/gelo e acidificada
com de &cido cloridrico a 50 % até atingir pH 1,0. Em seguida a mistura foi
extraida com cloroférmio (3 x 20,0 mL) e as fragcbes organicas reunidas
lavadas com solucéo salina (20,0 mL) e seca sob sulfato de sédio. O solvente
foi evaporado a pressao reduzida e o residuo purificado em coluna de gel de
silica, eluida com mistura diclorometano-hexano (1:1) fornecendo 1,20 g do
derivado LDT117.
1-(2-bromoetdxi)-3-pentadecilbenzeno (19, LDT117)

O/\/Bf Rendimento: 90 %.

Rf = 0,8 (CHCI3;:EtOH 10 %).
Massa molar: 411,459 g mol?
Férmula molecular: Cz3H39BrO;
p.f.: 34,0-36,0 °C

CisHa

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): § 0,91 (t, J = 6,0 Hz, 3H, 15°); 1,28 (s, 24H, 3'-
14); 1,60 (t, J = 6,8 Hz, 2H, 2°); 2,60 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1°); 3,65 (t, J = 6,0 Hz,
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2H, b); 4,30 (t, J = 6,0 Hz, 2H, a); 6,73-6,77 (m, 2H, 2 e 4); 6,83 (d,J =7,5
Hz, 1H, 6); 7,20 (t, J = 7,6 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): & 14,3 (CHs, 15°); 22,9 (CH2, 14’); 29,4-29,8
(CHz, 3'-12’); 29,9 (CHz, b); 31,6 (CH2, 2'); 32,2 (CH2, 13); 36,2 (CH2, 1'); 68,0
(CHz, a); 111,9 (CH, 6); 115,3 (CH, 2); 121,9 (CH, 4); 129,5 (CH, 5); 145,1 (C,
3); 158,3 (C, 1).

5.2.2. Procedimento Geral para obtencdo dos derivados aminicos 20-27

(Y\W
o > O/\/N\/(J )

LDT246 (20, n =0, Y = CHy, W = CHy)
LDT119 (21, n = 1, Y = CHp, W = CH,)

Amina LDT118 (22, n =1, Y = CH,, W= O)

> LDT120 (23,n =1, Y = CHy, W= S)

TEA, MeCN, MO: P 50%, 5x 1"
 MeCll, MO P 50%. 5x LDT131 (24, n = 1, Y = CHp, W = N3H)
30% - 70%
CisHa1 CisHzy

LDT247 (25,n = 1, Y = CHy, W = N1CHj)

LDT136 (26, n = 1, Y = CH,, W = N!COOtBu)
LDT117 (19) LDT134 (27, n = 1, Y = CH,0H, W = OH)

A um tubo reator (Ace pressure tube) foram adicionados 0,35 g de
LDT117 (19) (0,85 mmol), a respectiva amina (2,04 mmol), trietilamina (2,04
mmol) e acetonitrila (0,3 mL). O sistema reacional foi submetido a radiagéo
micro-ondas em forno domeéstico, durante 5 minutos (5 x 1’) a poténcia de 50
%. A mistura foi transferida para coluna cromatografica de gel de silica e
eluida com mistura cloroférmio-etanol, aumentando o gradiente de etanol de
acordo com a polaridade de cada produto, fornecendo os derivados-alvo.

Apbs purificacdo e caracterizacdo por métodos espectroscopicos, 0s
derivados-alvo foram transformados nos respectivos cloridratos (sais de
amonio) — por meio da geracéao de acido cloridrico (HCI) gasoso em aparelho
Kipp por gotejamento de acido sulfurico concentrado em acido cloridrico
concentrado — em solugcdo das aminas em diclorometano anidro (DCM),
visando proteger o nitrogénio da oxidagdo ao N-Oxido e favorecer a
solubilidade.
1-(2-(3-pentadecilfenoxi)etil)pirrolidina (20, LDT246):
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/3 Rendimento: 87 %
o >N Oleo amarelo
Rf: 0,4 (CHCI3:EtOH 15 %);

Massa molar de 401,668 g mol*

Formula molecular: C27H47NO
CisHaz

RMN de *H (500 MHz, CDCls): § 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15'); 1,26-1,30 (m,
24H, 3-14’): 1,60 (qi, J = 6,8 Hz, 2H, 2°); 1,83 (s, 4H, d); 2,57 (t, J = 7,7 Hz,
2H, 1'); 2,66 (sl, 4H, c); 2,92 (t, J = 6,0 Hz, 2H, b); 4,12 (t, J = 6,0 Hz, 2H, a);
6,74 (d, J = 8,4 Hz, 1H, 4); 6,76 (s, 1H, 2): 6,77 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 6); 7,18 (1,
J=78Hz 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCl): § 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CHz, 14’); 23,7 (CHz,
d); 29,6-29,9 (CHz, 3'-12’); 31,6 (CH2, 2°); 32,1 (CH2, 13"); 36,2 (CHz, 1°); 54,9
CHz, ¢); 55,3 (CHz, b); 66,9 (CH2, a); 111,6 (CH, 6); 115,1 (CH, 2); 121,2 (CH,
4); 129,3 (CH, 5); 144,8 (C, 3); 159,0 (C, 1).

1-(2-(3-pentadecilfenodxi)etil)piperidina (21, LDT119):

O Rendimento: 85 %
o >

Oleo amarelo

Rf: 0,5 (CHCI3:EtOH 10 %)

Massa molar: 415,695 g mol*
CisHa1 Formula molecular: C2sHagNO

RMN de 'H (500 MHz, CDCla): 5 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15°); 1,26-1,31 (m,
24H, 3-14'); 1,46 (sl, 2H, e); 1,62-1,65 (m, 6H, 2’ e d); 2,56-2,59 (m, 6H, 1" e
c); 2,80 (t, J = 6,0 Hz, 2H, b); 4,12 (t, J = 6,1 Hz, 2H, a); 6,73 (d, J = 8,3 Hz,
1H, 2); 6,75 (s, 1H, 4); 6,77 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 6); 7,18 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15); 22,7 (CHz, 14’); 24,2 (CHz,
e): 25,9 (CHz, d); 29,4-29,6 (CHz, 3-12'); 31,4 (CHz, 2'); 32,0 (CHz, 13'); 36,1
(CHz, 1'); 55,1 (CHz, c); 58,0 (CHz, b); 65,7 (CHz, a); 111,5 (CH, 6); 114,9 (CH,
2); 121,0 (CH, 4): 129,1 (CH, 5); 144,6 (C, 3); 158,8 (C, 1).
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4-(2-(3-pentadecilfendxi)etil)morfolina (22, LDT118):

ho Rendimento: 85 %

o/\/N\) Sélido branco
Rf: 0,6 (CHCIs:EtOH 10 %)

Massa molar: 417,668 g mol*
Formula molecular: C27Ha7zNO-
p.f.: 35,6-36,4 °C

CisHap

RMN de H (500 MHz, CDCls): 5 0,89 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15'); 1,29-1,31 (m,
24H, 3-14’); 1,61 (qi, J = 6,9 Hz, 2H, 2'); 2,56-2,60 (m, 6H, 1’ e c); 2,82 (t, J
= 5,7 Hz, 2H, b); 3,76 (t, J = 4,7 Hz, 4H, d); 4,12 (t, J = 5,7 Hz, 2H, a); 6,73
(dd, J = 8,2 Hz, J = 2,1 Hz, 1H, 2); 6,75 (s, 1H, 4); 6,78 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 6);
7,19 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15'); 22,7 (CHz, 14’); 29,4-29,7
(CHz, 3-12); 31,4 (CHz, 2); 32,0 (CHz, 13); 36,1 (CH2, 1'); 54,1 (CHz, c); 57,8
(CHz, b); 65,6 (CH2, a); 66,9 (CH2, d); 111,5 (CH, 6); 114,9 (CH, 2); 121,1 (CH,
4); 129,2 (CH, ); 144,7 (C, 3); 158,7 (C, 1).

4-(2-(3-pentadecilfendxi)etil)tiomorfolina (23, LDT120)
ﬁs Rendimento: 65 %

N\) Solido branco
o7 Rf: 0,6 (CHCI3:EtOH 5 %);
Massa molar de 433,733 g mol?
Férmula molecular: C27H47NOS;
CisHzy pf 43,0-44,7 °C

RMN de 'H (500 MHz, CDCl3): 5 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15°); 1,27-1,31 (m,
24H, 3-14°): 1,61 (sl, 2H, 2); 2,57 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H1’); 2,72 (s, 4H, d):
2,87-2,88 (M, 6H, b e c); 4,09-4,10 (m, 2H, a); 6,71-6,74 (m, 2H, 2 e 4); 6,78
(d, J=7,2 Hz, 1H, 6); 7,18 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): 5 14,3 (CHs, 15°); 22,9 (CHz, 14’); 28,0 (CHz,
d); 29,5-29,9 (CHz, 3'-12’); 31,6 (CH2, 2'); 32,1 (CH2, 13’); 36,2 (CHz, 1°); 55,5
(CHz, c): 58,2 (CHz, b); 65,7 (CHz, a); 111,7 (CH, 6): 115,1 (CH, 2); 121,3 (CH,
4); 129,4 (CH, 5); 144.9 (C, 3); 158,8 (C, 1).
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4-(2-(3-pentadecilfendxi)etil)piperazina (24, LDT131)

(\NH Rendimento: 68 %
Solido branco

N
o RF: 0,4 (CHCI5:EtOH 20 %)
Massa molar: 416,683 g mol*
Formula molecular: C27H4sN20O
CisHar p.f.: 53,8-56,0 °C

RMN de H (300 MHz, CDCls): § 0,88 (t, J = 8,8 Hz, 3H, 15'); 1,26 (s, 24H, 3'-
14); 1,60 (s, 2H, 2°); 2,56 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1°); 2,65 (sl, 4H, c); 2,81 (t, J =
5,7 Hz, 2H, b); 3,00 (sl, 4H, d); 4,09 (t, J = 5,7 Hz, 2H, a); 6,70-6,73 (m, 2H, 2
e 4); 6,77 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 6); 7,17 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H5).

RMN de 13C (75 MHz, CDCla): & 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CH2, 14’); 29,5-29,9
(CHz, 3-12’); 31,5 (CHz, 2'); 32,1 (CHz, 13'); 36,2 (CHz, 1'); 45,6 (CHz, d); 53,9
(CHz, c); 57,8 (CHz, b); 65,9 (CHz, a); 111,7 (CH, 6); 115,1 (CH, 2): 121,3 (CH,
4); 129,3 (CH, 5); 144,8 (C, 3); 158,9 (C, 1).

1-Metil-4-(2-(3-pentadecilfendxi)etil)piperazina (25, LDT247)
~
N Rendimento: 93 %
o/\/N\) Oleo incolor
Rf: 0,6 (CHCI3:EtOH 5 %)
Massa molar: 430,709 g mol?

Formula Molecular: CagHsoN2O
CisHa1

RMN de 'H (500 MHz, CDCla): 5 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15°); 1,25-1,30 (m,
24H, 3-14’): 1,57 (qi, J = 7,1 Hz, 2H, 2’): 2,30 (s, 3H, NCHa): 2,40 (sl, 4H, c);
2,56 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1°): 2,60 (s, 4H, d); 2,81 (t, J = 6,0 Hz, 2H, b); 4,09 (t,
J=5,8Hz, 2H, a); 6,71 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 2); 6,74 (s, 1H, 4); 6,76 (d, J = 7,6
Hz, 1H, 6); 7,17 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCla): § 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14’); 29,5-29,9
(CHz, 3'-12); 31,6 (CH2, 2'); 32,1 (CHz, 13"); 36,2 (CH2, 1°); 46,2 (CHa; NY);
53,7 (CHz, d); 55,2 (CH2, ¢); 57,4 (CHz, b); 65,9 (CH2, a); 111,6 (CH, 6); 115,0
(CH, 2); 121,2 (CH, 4); 129,3 (CH, 5): 144,8 (C, 3); 158,9 (C, 1).
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4-(2-(3-pentadecilfendxi)etil) piperazinacarboxilato de t-butila (26, LDT136)
j\ )< Rendimento: 85 %
hN o Sélido branco
O/\/NJ Rf: 0,6 (CHCI3;:EtOH 15 %);
Massa molar: 516,799 g mol*
Formula molecular: Cs2HssN2Os
CasHar p.f..70,7-74,0 °C

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,2 Hz, 3H, 15’); 1,26-1,30 (m,

24H, 3’-14’); 1,47 (s, 9H, t-butil); 1,60 (qi, J = 7,3 Hz, 2H, 2°); 2,55-2,60 (m, 6H,

1" ec); 2,84 (t, J=5,6 Hz, 2H, b); 3,48 (J = 4,8 Hz, 2H, d); 4,12 (t, J = 5,7 Hz,

2H, a); 6,73 (d, J = 8,4 Hz, 1H, 6); 6,74 (s, 1H, 2); 6,77 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 6);

7,18 (t, J=7,7 Hz, 1H, 5).

RMN de 3C (75 MHz, CDClz): 6 14,3 (CHs, 15’); 22,9 (CH2, 14’); 28,6 (3CHs,
t-Butila); 29,6-29,9 (CHz, 3’-12’); 31,6 (CH2, 2’); 32,1 (CHz, 13’); 36,2 (CH2, 1’);
53,6 (CHz, c e d); 57,5 (CHz, b); 65,8 (CH2, a); 79,9 (C, Boc); 111,7 (CH, 6);
115,1 (CH, 2); 121,3 (CH, 4); 129,4 (CH, 5); 144,9 (CH, 3); 154,9 (CO, Boc);
158,8 (C, 1).

2-(N-(2’-hidroxietil)-N-(2’-(3-pentadecilfendxietil)amino)etanol (27, LDT 134)

K\OH Rendimento: 98 %
N N, Solido branco
Rf: 0,6 (CHCI5:EtOH 5 %)
Massa molar: 435,683 g mol?
Férmula molecular: Co7H4oNOs3
CisH31

p.f.: 44,0-45,8 °C

RMN de 'H (500 MHz, CDCla): 5 0,89 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15°); 1,26-1,31 (m,
24H, 3-14); 1,60 (sl, 2H, H2’); 2,56 (t, J = 7,6 Hz, 2H, H1’): 2,80 (t, J = 4,9 Hz,
4H, b); 2,99 (t, J = 5,0 Hz, 2H, c); 3,20 (s, 2H, OH); 3,65 (t, J = 4,9 Hz, 4H,
d); 4,05 (t, J = 5,0 Hz, 2H, a); 6,72 (d, J = 8,6,2 Hz, 1H, 4); 6,73 (s, 1H, 2):
6,79 (d, J = 7,2 Hz, 1H, 6); 7,18 (t, J = 7,7 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15'); 22,8 (CHz, 14’); 29,5-29,8
(CHz, 3'-12’); 31,6 (CHz, 2'); 32,1 (CH2, 13'); 36,2 (CHz, 1'); 53,8 (CH2, b); 57,2
(CHz, c): 59,9 (CHz, d); 66,3 (CH2, a); 111,6 (CH, 6); 115,0 (CH, 2); 121,5 (CH,
4); 129,4 (CH, 5); 145,0 (C, 3); 158,6 (C, 1).
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5.2.3 Obtencdo do derivado 1-(2-AzidoetOxi)-3-pentadecilbenzeno (29,
LDT137)

Br N
O/\/ O/\/ 8
NaNg
—_— -
MeCN, 90°C, 24 h
CisHay 95% CisHa
LDT117 (19) LDT137 (29)

A um baldo de 10 mL foram adicionados 1,00 g de LDT117 (19) (2,43
mmol), 1,10 g de azida de sodio (16,93 mmol) e acetonitrila (5,0 mL). A reacao
foi submetida a refluxo em temperatura de 90 °C por 24 horas. Ao final deste
tempo, a mistura foi transferida para coluna cromatogréafica de gel de silica e

eluida com mistura hexano-diclorometano fornecendo o derivado-alvo.

1-(2-Azidoetoxi)-3-pentadecilbenzeno (29, LDT137)

Rendimento: 95 %
O/\/Ns Solido branco
Rf: 0,5 (CHCls: EtOH 5 %)
Massa molar: 373,575 g mol?
Férmula Molecular: Ca3HzoN3
Cashan p.f.: 34,2-36,7 °C
RMN de 'H (500 MHz, CDCIz): 4 0,90 (t, J = 6,2 Hz, 3H, 15’); 1,28-1,32 (m,
24H, 3’-14’); 1,60-1,62 (sl, 2H, 2°); 2,59 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1’); 3,60 (t, J = 4,2
Hz, 2H, b); 4,16 (t, J = 6,0 Hz, 2H, a); 6,75 (d, J = 8,6 Hz, 1H, 2); 6,77 (s, 1H,

4); 6,82 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 6); 7,21 (t, J = 7,7 Hz, 1H, 5).

RMN de 3C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CHz, 14’); 29,6-29,9
(CHz, 3-12’); 31,6 (CHz, 2'); 32,2 (CHz, 13’); 36,2 (CHz, 1); 50,5 (CHz, b); 67,0
(CHz, a); 111,6 (CH, 6); 115,1 (CH, 2): 121,8 (CH, 4); 129,4 (CH, 5); 145,0 (C,
3); 158,4 (C, 1).
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5.2.4. Obtencéo do derivado 2-(3-pentadecilfendxi)etanamina (28, LDT138)

/\/NHZ

/\/ N3
__Felpdc
EtOH, ta., 6 h
50%
CisHz1 ° CisHa1

LDT137 (29) LDT138 (28)

A um frasco de hidrogenacéo catalitica de 250 mL foram adicionados
0,83 g de LDT 137 (2,32 mmol), 0,05 g de carvao paladio e etanol (20,0 mL).
O sistema de hidrogenacéo foi submetido a pressao de 60 psi de hidrogénio
em reator Paar a temperatura ambiente por 6 horas. ApGs esse periodo a
mistura foi filtrada em funil sinterizado e o solvente evaporado a presséo
reduzida. O residuo foi transferido para coluna cromatografica de gel de silica,

eluida com mistura cloroférmio-etanol, fornecendo o derivado-alvo.

2-(3-pentadecilfendxi)etanamina (28, LDT138)

Rendimento: 50 %

oSN Sodlido Branco
Rf: 0,6 (CHCI3:EtOH 20 %)
Massa molar: 347,578 g mol*
Formula molecular: C23H4:NO
CisHa1

p.f.: 34,9-37,0 °C

RMN de 'H (500 MHz, CDCla): 5 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H, 15°); 1,26-1,31 (m,
24H, 3-14°): 1,61 (qi, J = 6,5 Hz, 2H, 2’); 1,90 (sl, NH2): 2,58 (t, J = 7,7 Hz, 2H,
1°); 3,08 (t, J = 4,85 Hz, 2H, b); 3,99 (t, J = 5,0 Hz, 2H, a); 6,73 (d, J = 8,3 Hz,
1H, 2); 6,75 (s, 1H, 4); 6,78 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 6); 7,18 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCla): § 14,1 (CHs, 15); 22,7 (CHz, 14’); 29,4-29,7
(CHz, 3-12"); 31,4 (CHz, 2°); 32,0 (CH2, 13'); 36,0 (CH2, 1'); 41,6 (CHz, b); 69,9
(CHz, a); 111,5 (CH, 6); 114,9 (CH, 2); 121,1 (CH, 4); 129,2 (CH, 5); 144,8 (C,
3); 158,9 (C, 1).
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5.2.5. Procedimento geral de obtencdo dos derivados aminicos N-metilados
30-35

N N
O/\/ O/\/®
CHgl
CH,Cl,, ta. ou 40°C, 4 h
CisHap CisHsp

LDT246 (20, n = 0, W = CHy) LDT246Me (30, n = 0, W = CHy)
LDT119 (21, n = 1, W = CH,) LDT119Me (31, n = 1, W = CH,)
LDT118 (22,n =1, W = O) LDT118Me (32, n = 1, W = O)
LDT120 (23, n=1,W=S) LDT120Me (33,n =1, W=S)
LDT131 (24, n = 1, W = NH) LDT247Me (34, n = 1, W = NLCH3)

LDT247 (25, n = 1, W = N1CHjg) LDT136Me (35, n = 1, W = N1COOtBu)
LDT136 (26, n = 1, W = N'COOtBu)

A um baldo de 10 mL foram adicionados 0,10 g (~ 0,024 mmol) da
respectiva amina, iodeto de metila (2-3 eqv) e diclorometano anidro (3,0 mL).
O sistema reacional permaneceu sob agitacdo magnética, em refluxo com
sistema de aquecimento a 80 °C, acoplado a condensador com resfriamento
a -8 °C, por 4 horas. Apos este periodo o solvente foi evaporado a vacuo e o
residuo purificado em coluna cromatogréfica de gel de silica, eluida com
mistura cloroférmio-etanol, fornecendo os respectivos derivado-alvos.

1-Metil-1-(2-(3-pentadecilfendxi)etil)pirrolidinio (30, LDT246Me)

~ Rendimento: 98 %
o > Sélido amarelo
Rf: 0,4 (CHCI3:EtOH 20 %)
Massa molar: 416,702 g mol*
CsHay Formula molecular: C2sHsoNO
p.f.: 49,6-52,7 °C
RMN de 'H (500 MHz, CDCls): § 0,86 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15°); 1,28 (m, 24H, 3"-
14’); 1,56 (sl, 2H, 2'); 2,30-2,35 (m, 4H, d); 2,54 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1°); 3,39 (s,
3H, NCHs); 3,88-4,01 (m, 4H, c); 4,25 (sl, 2H, a); 4,44 (sl, 2H, b); 6,71 (s, 1H,
2); 6,72 (d, J =8,0 Hz, 1H, 4); 6,82 (t, J = 7,5 Hz, 1H, 6); 7,18 (t, J = 7,6 Hz,
1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15); 21,8 (CHz, d); 22,8 (CHz,
14’); 29,4-29,8 (CHz, 3-12); 31,5 (CHz, 27); 32,0 (CH2, 13"); 36,1 (CHz, 1);
49,8 (NCHa); 62,7 (CHz, b); 63,0 (CH2, a); 66,2 (CHz, c); 111,5 (CH, 6); 114,8
(CH, 2); 122,5 (CH, 4); 129,7 (CH, 5): 145,4 (C, 3); 157,1 (C, 1).
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1-Metil-1-(2-(3-pentadecilfenoxi)etil)piperidinio (31, LDT119Me)

Rendimento: 98 %
/\>N Sélido amarelo
o) ®
Rf: 0,5 (CHCIs:EtOH 20 %)
Massa molar: 430,729 g mol?
o Férmula molecular: CzgHs2NO

p.f.: 31,3-32,0°C

RMN de 'H (500 MHz, CDClIs): & 0,86 (t, J = 6,2 Hz, 3H, 15°); 1,24-1,29 (m,
24H, 3-14’); 1,56 (sl, 2H, 2’); 1,83 (sl, 2H, €); 1,99 (s, 4H, d); 2,55 (,J=7,4
Hz, 2H, 1°); 3,48 (s, 3H, NCH?3); 3,79-3,87 (m, 4H, c); 4,26 (sl, 2H, a); 4,46 (sl,
2H, b); 6,71 (s, 1H, 2); 6,72 (d, J = 8,8 Hz, 1H, 4); 6,82 (t, J = 7,2 Hz, 1H, 6);
7,19 (t, J=7,5Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15°); 20,4 (CHz, d); 20,7 (CHz, e);
22,8 (CHz, 14’); 29,4-29,8 (CHz, 3-12'); 31,5 (CHz, 2'); 32,0 (CHz, 13’); 36,1
(CHz, 1'); 49,8 (NCHa); 62,0 (CHz, a e b); 62,7 (CHz, ¢); 111,6 (CH, 6); 114,8
(CH, 2): 122,5 (CH, 4); 129,7 (CH, 5); 145,4 (C, 3); 157,1 (C, 1).

4-Metil-4-(2-(3-pentadecilfendxi)etil)morfolinio (32, LDT118Me)

(\0 Rendimento: 75 %

~ A
O/\/%J Solido amarelo
Rf: 0,4 (CHCI3:EtOH 20 %)

Massa molar: 432,702 g mol*
Férmula molecular: C,sHsoNO2
Cishar p.f.: 69,1-71,6 °C

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): 4 0,86 (t, J = 6,2 Hz, 3H, 15); 1,24-1,28 (m,
24H, 3’-14’); 1,56 (sl, 2H, 2); 2,54 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1’); 3,66 (s, 3H, NCHS3);
3,83-3,90 (m, 4H, ¢); 4,12 (m, 4H, d); 4,40 (sl, 2H, a); 4,51 (sl, 2H, b); 6,72 (s,
1H, 2); 6,74 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 4); 6,82 (t, J = 7,3 Hz, 1H, 6); 7,18 (t, J = 7,8
Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15); 22,8 (CH2, 14); 29,5-29,8
(CHz, 3-12'); 31,6 (CHz, 2'); 32,0 (CHz, 13’); 36,1 (CH2, 1'); 49,8 (NCHs); 60,9
(CHz, d); 61,4 (CHz, c); 61,9 (CHz, b); 63,2 (CHz, a); 111,6 (CH, 6); 114,9 (CH,
2): 122,6 (CH, 4): 129,7 (CH, 5): 145,4 (C, 3): 157,0 (C, 1).
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4-Metil-4-(2-(3-pentadecilfenodxi)etil)tiomorfolinio (33, LDT120Me)

g K\S Rendimento: 96 %
o/\/g)\) Sélido branco
Rf: 0,5 (CHCI3:EtOH 20 %)
Massa molar: 448,767 g mol?
Foérmula molecular: C2sHsoNOS
p.f.: 69,5-70,6 °C

CisHaz

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): 6 0,86 (t, J = 6,0 Hz, 3H, 15’); 1,28 (m, 24H, 3'-
14’); 1,57 (sl, 2H, 2'); 2,54 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1’); 3,15 (s, 4H, d); 3,69 (s, 3H,
NCHs); 4,04 (sl, 4H, c¢); 4,35 (sl, 2H, a); 4,50 (sl, 2H, b); 6,72 (s, 1H, 2); 6,75
(d, J=8,3 Hz, 1H, 4); 6,82 (t, J = 7,3 Hz, 1H, 6); 7,19 (t, J = 7,6 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,2 (CHs, 15°); 21,8 (CHz, d); 22,7 (CHz,
14’); 29,4-29,7 (CHz, 3-12’); 31,5 (CHz, 2'); 31,9 (CH2, 13’); 36,0 (CHz, 1);
50,4 (NCHs); 61,8 (CHz, b); 62,4 (CHz, a); 62,9 (CHz, c); 111,5 (CH, 6): 114,9
(CH, 2): 122,5 (CH, 4); 129,6 (CH, 5); 145,3 (C, 3): 156,9 (C, 1).

1,1-Dimetil-4-(2-(3-pentadecilfendxi)etil)piperazinio (34, LDT247Me)

K\Lg Rendimento: 92 %
/\/NQ Sélido amarelo
? Rf: 0,4 (CHCI3:EtOH 20 %)
Massa molar: 445,743 g mol*
- Formula molecular: CsoHssN20

p.f. 107,1-108,0 °C
RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): 5 0,86 (t,
J=6,5Hz, 3H, 15): 1,24 (sl, 24H, 3-14"); 1,58 (sl, 2H, 2°); 2,55 (t, J = 7,4 Hz,
2H, 1'); 2,96-3,00 (m, 4H, b e c); 3,56 (s, 6H, N(CH3)2); 3,68 (m, 4H, d); 4,07
(sl, 2H, a); 6,69 (d, J = 7,1 Hz, 1H, 4); 6,70 (s, 1H, 2); 6,77 (t, J = 7,3 Hz, 1H,
6); 7,17 (t, J = 7,6 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): § 14,1 (CHs, 15); 22,7 (CH2, 14’); 29,4-29,7
(CHz, 3'-12’): 31,5 (CHz, 2); 31,9 (CH2, 13); 36,0 (CH2, 1°); 47,0 (CHz, ¢); 52,3
(N(CHa)2); 56,1 (CHz, b); 62,6 (CHz, d); 65,9 (CH2, &); 111,5 (CH, 6); 114,9
(CH, 2); 121,4 (CH, 4); 129,3 (CH, 5): 144,8 (C, 3); 158,4 (C, 1).
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4-(t-Butoxicarbonil)-1-metil-1-(2-(3-pentadecilfendxi)etil)piperazinio (35,

LDT136Me)
Rendimento: 98 %

(0]
ﬁwkok Sélido amarelo
~

Rf: 0,4 (CHCI5:EtOH 20 %)
o > Massa molar: 531,833 g mol*
Formula molecular: CssHsgN2O3
p.f.. 65,0-66,7 °C
CisH31
RMN de *H (500 MHz, CDCls): § 0,86 (t, J = 6,2 Hz, 3H, 15"); 1,24-1,29 (m,
D4H, 3-14): 1,46 (s, OH, t-butil): 1,57 (sl, 2H, 2'); 2,55 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1');
3,64 (s, 3H, NCHa): 3,82 + 3,92-3,94 (sl + m, 8H, ¢ e d); 4,40 (M, 4H, a); 4,52
(sl, 2H, b); 6,72 (s, 1H, 2): 6,74 (d, J = 7,1 Hz, 1H, 4); 6,82 (t, J = 7,4 Hz, 1H,
6);: 7,19 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): § 14,2 (CHs, 15°); 22,8 (CH2, 14’); 28,4 (3CHs,
t-Butila); 29,5-29,8 (CHz, 3-12’); 31,6 (CHz, 2'); 32,0 (CH2, 13'); 36,1 (CH2, 1);
49,2 (NCH3); 61,4 (CHz, ¢ e d); 61,9 (CH2, b); 62,6 (CHz, a); 82,0 (C, Boc);
111,6 (CH, 6); 114,9 (CH, 2); 122,7 (CH, 4); 129,8 (CH, 5): 145,5 (CH, 3):
153,8 (CO, Boc); 156,9 (C, 1).

2-Hidréxi-N-(2-hidroxietil)-N-metil-N-(2-(3-pentadecilfendxi)etil)etanaminio

(36, LDT134Me) Rendimento: 74 %
ﬁOH Sélido branco
/\>N\/\ Rf: 0,6 (CHCI;:EtOH 20 %)
(@) ® OH

Massa molar: 450,717 g mol?
Férmula molecular: C2sH4sNOs3
p.f.: 30,0 °C

CisHay

RMN de H (300 MHz, CDCla): 5 0,88 (t, J = 6,2 Hz, 3H, 15'); 1,26 (s, 24H, 3'-
14’); 1,54 (s, 2H, 2'): 2,51 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 1°); 3,40 (s, 3H, NCHa): 3,87 (s,
4H, d): 4,06 (M, 4H, a); 4,40 (sl, 2H, c); 4,51 (sl, 2H, b): 6,74 (s, 1H, 2); 6,75
(d, J = 6,9 Hz, 1H, 4 e 6); 7,16 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): § 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CH2, 14’); 29,5-29,9
(CHz, 3-12); 31,7 (CHz, 2); 32,1 (CHz, 13'); 36,1 (CHz, 1°); 51,9 (NCHa); 56,2



43

(CHz, d); 62,3 (CHz, b); 63,2 (CHz, a); 65,4 (CHz, ¢); 111,9 (CH, 6); 115,3 (CH,
2); 122,4 (CH, 4): 129,7 (CH, 5); 145,3 (C, 3); 157,3 (C, 1).

5.3.  AVALIACAO BIOLOGICA in vitro

Uma vez sintetizados e caracterizados por RMN, os intermediarios e
produtos finais foram submetidos a ensaios de atividade antileishmania pelo
método MTT e atividade hemolitica. Os que apresentaram melhores
resultados foram submetidos a avaliacdo da modificacdo da fluidez de
membrana pela técnica de espectroscopia de ressonancia paramagnética
eletrénica (EPR).

5.3.1. Ensaio de atividade antiproliferativa in vitro de promastigotas de L.

amazonensis

O ensaio foi realizado utilizando a cepa de referéncia da OMS, L. (L.)
amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa). O isolado encontra-se estocado,
congelado em nitrogénio liquido na forma promastigota prociclica, no
Leishbank (Banco de leishmanias do Laboratério de Imunobiologia das
Leishmanioses, no Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica,
Universidade Federal de Goias — UFG). Os parasitos na forma promastigota
foram mantidos a 26 °C em meio de cultura Grace (Sigma-Aldrich),
suplementado com 20 % de soro fetal bovino (SFB) inativado, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma-
Aldrich). Apés o cultivo, os parasitos foram concentrados e a concentracao de
células foi estimada por meio de contagem realizada em camara de Neubauer.
Os experimentos foram realizados em placa de cultura de 96 pocos usando
100 pL de parasitos por amostra na concentracdo 1 x 10’parasitos/mL e
incubacéo de 24 horas a 26 °C na presenca de diferentes concentracdes da

molécula teste (0O pg/mL; 0,5 pg/mL; 1 pg/mL; 5 pg/mL; 10 pg/mL; 20 pg/mL;
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50 pg/mL; 100 pg/mL; 400 pg/mL). A miltefosina (6) foi utilizada como controle
positivo. A viabilidade das células foi determinada por meio da técnica de
reducdo do MTT. As células foram incubadas na presenca de MTT (5 mg/mL),
por 4 horas. Para solubilizar os cristais de formazan foi adicionado SDS
(dodecilsulfato de sédio) a 10% na placa e a leitura da absorbéancia realizada
a 550 nm em um espectrofotdmetro de placas (BioTek — Power Wave XS). A
percentagem de células viaveis foi calculada em relagcdo ao controle e a
concentracdo que inibe o crescimento dos parasitos em 50% (Clso) ajustando
as respostas das diferentes concentragbes das amostras com uma curva
sigmoide. Os compostos foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
e a miltefosina da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL, USA).

5.3.2. Analise de fluidez de membrana por EPR

Para incorporar o marcador de spin lipidico estearato de 5-doxila (5-
DSA, Sigma) nas membranas de promastigotas de Leishmania amazonensis
um filme da molécula marcada foi preparado no fundo de tubo de ensaio. Uma
aliquota de 1 pL de solucdo estoque de 5-DSA em etanol (4 mg/mL) foi
transferida para tubo de vidro, e apGs a evaporacado do solvente, 50 pL da
suspensdo de parasitos, contendo 1,0 x 108 células em meio de Grace
(Sigma) com ou sem tratamento foi adicionado ao filme da molécula marcada
sob agitacdo suave. Para as medidas de EPR, as amostras foram transferidas
para tubos capilares com 1 mm de diametro interno que foram selados em
chama. Para tratamento das amostras, as promastigotas foram suspensas em
1,6 mL de meio Grace na concentragdo de 6,25 x 107 parasitos/mL e nesta
acrescidas de 9,6 uL de uma solucdo do composto dissolvido em etanol na
razdo de 25 mg/mL. Apos 1 h de incubacédo a temperatura de 26 °C, a amostra
foi centrifugada a 18.600 x g por 20 minutos e do sobrenadante foi retirado
volume de 1,55 mL. O precipitado foi homogeneizado em volume de 50 pL e

feita a marcacao de spin como descrito acima.
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5.3.3. Avaliacéo do potencial hemolitico

A coleta sanguinea foi realizada de doador voluntario do laboratorio e
em seguida o sangue foi lavado e ressuspenso por trés vezes em tampao
fosfato alcalino (PBS) utilizando-se centrifuga até obter suspensfes de
eritrocitos a 20 %, 2 %, 0,2 %, 0,05 % e 0,01 %.

As amostras foram diluidas em etanol na concentragdo de 50 mg/mL;
a mitelfosina (6), foi solubilizada em PBS a 1,6 mg/mL e, posteriormente,
diluida em etanol na concentracédo de 50 mg/mL

As células foram pipetadas em ependorff com capacidade volumétrica
de 1,6 mL e os compostos testados em diluicdo seriada nas concentracoes
descritas no quadro abaixo. Como controle positivo foi utilizado agua destilada
e como controle negativo foi utilizada a mesma quantidade de PBS que as
amostras testes. Ap0s 2 horas de incubacdo a temperatura ambiente (26 + 2
°C), as placas foram centrifugadas (2700 rpm / 4 °C / 4 min) e o sobrenadante
analisado em espectrofotbmetro de placa a 540 nm para quantificacdo da

hemoglobina liberada (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdes utilizadas dos derivados e dos hematdcritos na
avaliacdo do potencial hemolitico
Hematocrito

% 20 % 2 % 0,2 % 0,05 % 0,01 %
800 80 10 5 5
400 40 5 2,5 2,5
200 20 2,5 1,25 1,25
Concentragéo 100 10 1,25 0,625 0,625
(ng/mL) 50 5 0,625 0,3125 0,3125
25 2,5 0,3125 0,15625 0,15625
12,5 1,25 0,15625 0,078125 0,078125
6,25 0,625 0,078125  0,0380625  0,0380625
ﬁgg;?\/'g PBS PBS PBS PBS PBS
Controle Agua Agua Agua Agua Agua

Positivo Destilada Destilada Destilada Destilada Destilada
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5.3.4. Anélise Estatistica

Todos os dados estdo apresentados como a média + D.P. de pelo
menos trés experimentos independentes. As médias foram comparadas por
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foi utilizado para identificar
diferencas significativas (P < 0,05) entre as médias dos diferentes

tratamentos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

6.1.1. Obtencéo dos derivados LDT117 (19), LDT137 (28) e LDT138 (29)

O intermediério LDT117 (19) foi obtido em rendimento de 90 % pela
reacao do fenol 18 com 1,2-dibromoetano na presenca de solucdo de NaOH
a 10 %, THF e Aliquat®. O espectro de RMN de 'H de 19 apresenta dois
tripletos em 3,65 ppm (b) e 4,30 ppm (a) referentes aos grupos metilénicos
ligados aos &tomos de bromo e oxigénio, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de 3C em 29,9
ppm (b) e 68,0 ppm (&) indicaram tratar-se de carbonos metilénicos (p.70).

O intermediario 19 foi convertido a azida LDT137 (29) em rendimento
de 95 % explorando a substituicdo do bromo pela azida em acetonitrila sob
refluxo a 90° C por 24 horas. Os grupos metilénicos de 29 foram
caracterizados como tripletos em 3,60 ppm (b) e 4,16 ppm (a) em RMN de *H
(p.120) e confirmados em 50,5 ppm (b) e 67,0 ppm (a) em RMN de 13C (p. 123
- 125).

O derivado 29 foi reduzido a amina primaria LDT138 (28) em
hidrogenador Paar em rendimento de 50 %. Dados fisico-quimicos e de
rendimento para os derivados LDT117 (19), LDT138 (28) e LDT137 (29) estéo
apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Dados de caracterizacdo dos derivados LDT117 (19), LDT137 (28) e

LDT138 (29)

(o)

Br (19)
/\/R N3 (28)
@\/\,\ii/\/\/\/\/\

Derivado Rendimento | Ponto de Fuséo | Fator de Retencdo | Massa Molar
(%) (°C) (g mol?)
LDT117 (19) 90 34,0-36,0 0,80 411,459
LDT138 (28) 50% 34,9-37,0 0,6¢ 347,578
LDT137 (29) 95% 32,2-36,7 0,52 373,575

a. CHCI3:EtOH 5 %,; b. CHCI5:EtOH 10 %; c. CHCI5:EtOH 20 %;

6.1.2. Obtencéo dos derivados aminicos 20-27

As aminas terciarias B-fenoxissubstituidas foram obtidas a partir do
intermediario LDT117 (19) na presenca de TEA e acetonitrila em tubo de
pressdo ACE sob radiacdo micro-ondas em forno domeéstico a 50 % da
poténcia (~ 450 W) e tempo de 5 minutos (5 x 1’) evidenciadas por CCD como
anico produto com Rf menor que o 19 pela adicdo das aminas polares.

Os compostos derivados de aminas ciclicas LDT246 (20, pirrolidina),
LDT119 (21, piperidina), LDT118 (22, morfolina), LDT120 (23, tiomorfolina),
LDT131 (24, piperazina), LDT247 (25, metilpiperazina), LDT136 (26, Boc-
piperazina) e o derivado aciclico LDT134 (27, dietanolamina) foram obtidos
como 6leos ou soélidos em rendimentos que variaram de 65 % a 98 %. Os
dados fisico-quimicos e rendimentos estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Dados de caracterizacdo dos derivados aminicos terciarios 20-27
O/\/R OH

00 O O O O s

R=<N N N O N S N NH N N— N N—Boc N OH
/ / / / __/ _/
(20) (21) (23) (23) (24) (25) (26) 27)

CisHa1

Derivado Rendimento | Ponto de fusdo | Fator de retencdo | Massa Molar

(%) (°C) (g mol?)
LDT246 (20) 87 - 0,4¢ 401,668
LDT119 (21) 85 - 0,5p 415,695
LDT118 (22) 85 35,6-36,4 0,6° 417,668
LDT120 (23) 65 43,0-44,7 0,62 433,733
LDT131 (24) 68 53,8-56,0 0,44 416,683
LDT247 (25) 93 - 0,62 430,709
LDT136 (26) 85 70,7-74,0 0,6¢ 516,799
LDT134 (27) 98 44,0-45,8 0,62 435,683

a. CHCIz:EtOH 5 %; b. CHCI3:EtOH 10 %; c. CHCI3:EtOH 15 %; d. CHCI3:EtOH 20 %;

Os derivados-alvo foram imediatamente transformados em seus
respectivos cloridratos, visando evitar a oxidacao do nitrogénio a N-6xido bem
como aumentar a solubilidade para execucdo dos testes in vitro em meio
aquoso.

Os derivados 20-27 foram caracterizados por RMN de 'H e de 3C. Os
assinalamentos dos grupos metilénicos da subunidade aminoetilenoxila (a e
b) bem como das aminas (c, d e e) estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Principais assinalamentos de RMN de *H e de *C dos derivados LDT246
(20), LDT119 (21), LDT118 (22), LDT120 (23), LDT131 (24), LDT247 (25), LDT136
(26) e LDT134 (27)

o/\b/R e L . L, o
O /_\ N/_\ N/_\ NH N/_\ — N/_\N—BOC N/_/OH

S s /

(20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) 27)
CisH31
RMN | Derivados RMN de *H/RMN de **C (ppm, CDCl3)

a b c d e

H 20 412 2,92 2,66 1,83 --
BC 66,9 55,3 54,9 23,7 -
H 21 412 2,80 2,56-2,59 | 1,62-1,65 1,46
3C 65,7 58,0 55,1 25,9 24,2
H 29 412 2,82 2,56-2,60 3,76 -
BC 65,6 57,8 54,1 66,9 -
H 23 4,09-4,10 | 2,87-2,88 | 2,87-2,88 2,72 --
BC 65,7 58,2 55,5 28,0 -
H 24 4,09 2,81 2,65 3,00 --
BC 65,9 57,8 53,9 45,6 -
H o5 4,09 2,81 2,40 2,60 --
BC 65,9 57,4 55,2 53,7 -
H 26 4,12 2,84 2,55-2,60 3,48 --
BC 65,8 57,5 53,6 53,6 -
H - 4,05 2,80 2,99 3,65 --
BC 66,3 53,8 57,2 59,9 -

Para o derivado LDT247 (25), o grupo N*-metila foi assinalado em 2,30
ppm (RMN de 'H) e 46,2 ppm (RMN de '3C); enquanto o t-butilcarbamato
(Boc) no derivado LDT136 (26) foi caracterizado pelos deslocamentos
quimicos em 1,47 ppm (RMN de H) e 28,6 ppm e 79,9 ppm (RMN de 3C)
para o grupo t-butila bem como 154,9 ppm para a carbonila.

6.1.3. Obtencéo dos derivados aminicos 30-36

Os derivados aminicos 20-27 foram submetidos a reagdo de N-
metilacdo com excesso de iodeto de metila (2-3 eqv), a temperatura ambiente

ou sob refluxo com diclorometano, visando a obtencdo do sal de aménio
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quaternario. O excesso de iodeto de metila e o solvente foram evaporados a
pressédo reduzida levando aos derivados alvos em rendimentos que variaram
de 74 % a 98 %. Os dados fisico-quimicos e rendimentos para 30-36 estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Dados de caracterizacao dos derivados aménio quaternarios 30-36

O/\/R OH
) \O\C\/—\ AV NV an ViR Van VN Va
R= N N N o N s N N— N N—Boc N OH

® ® o\_/ o\ _/ e o\ _/ o\__/

(30) (31) (32) (33) (34) (35) (36)
CisHa

Derivado Rendimento | Ponto de fusédo | Fator de retencdo | Massa Molar

(%) (°C) (g mol™)
LDT246Me (30) 98 49,6-52,7 0,42 416,702
LDT119Me (31) 98 31,3-32,0 0,52 430,729
LDT118Me (32) 75 69,1-71,6 0,42 432,702
LDT120Me (33) 96 69,5-70,6 0,52 448,767
LDT247Me (34) 93 107,1-108,0 0,42 445,743
LDT136Me (35) 98 65,0-66,7 0,42 531,833
LDT134Me (36) 74 30,0 0,62 450,717

a. CHCI3:EtOH 20 %;

A N-metilacdo das aminas foi evidenciada pela presenca de simpletos
entre 3,39 ppm a 3,89 ppm em RMN de 'H (30, p.132) corroborados pelos
deslocamentos quimicos entre 49,2 pm (35, p. 170) a 52,3 ppm (34, p. 166)
em RMN de 3C. De maneira geral, a presenca do cation sobre o nitrogénio
levou a desprotecdo dos metilenos b e ¢ com alteracdo dos deslocamentos
quimicos para campo baixo observados tanto para 'H quanto para °C;
enquanto os metilenos a e d foram desprotegidos para 0s nucleos de
hidrogénio e protegidos para os nucleos de carbono 13. Vale destacar que a
N-metilacdo do derivado metilpiperazinico LDT247 (25) ocorreu no nitrogénio
1, ligado aos metilenos d e a metila, e ndo no nitrogénio 4 ligado aos metilenos
b e ¢ como observado no derivado LDT247Me (34). A anélise dos espectros

de RMN 1H permitiu identificar os grupos metila — original e adicionado — em
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3,56 ppm (RMN de 'H) e 52,3 ppm (RMN de 3C) bem como a observacéo da
manutencdo dos deslocamentos quimicos para os metilenos a e b quando
comparados a 25. Os metilenos ¢ apresentaram desprotecdo para H e
protecdo para *C diferentemente dos metilenos d que foram desprotegidos
para ambos 0s nucleos. Os assinalamentos dos grupos metilenos da
subunidade aminoetilenoxila (a e b), as aminas (c, d e €) e o grupo N-metila
(N-Me) estéo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Principais assinalamentos de RMN de !H e de *C dos derivados
LDT246Me (30), LDT119Me (31), LDT118Me (32), LDT120Me (33), LDT247Me (34),
LDT136Me (35) e LDT134Me (36)

O/a\/R
\O C>\/—\ \/—\ N/—\N/ \/—\ \Fj/

NBocN
@\/ /o @\/

(30) (31) (32) (33) (34) (35) (36)
CisHay

i RMN de *H/RMN de **C (ppm, CDCl3)
RMN | Derivados

a b c d e N-Me
H 30 4,25 4,44 3,88-4,01 | 2,30-2,35 -- 3,39
13C 63,0 62,7 66,2 21,8 -- 49,8
H 31 4,26 4,46 3,79-3,87 1,99 1,83 3,48
13C 62,0 62,0 62,7 20,4 20,7 49,8
H 32 4,40 4,51 3,83-3,90 4,12 -- 3,66
13C 63,2 61,9 61,4 60,9 -- 49,8
H a3 4,35 4,50 4,04 3,15 -- 3,69
13C 62,4 61,8 62,9 21,8 -- 50,4
H a4 4,07 2,96-3,00 | 2,96-3,00 3,68 -- 3,56
13C 65,9 56,1 47,0 62,6 -- 52,3
H a5 4,40 4,52 3,92-3,94 | 3,92-3,94 -- 3,64
13C 62,6 61,9 61,4 61,4 -- 49,2
H 36 4,06 4,51 4,40 3,87 -- 3,40
13C 63,2 62,3 65,4 56,2 -- 51,9




54

6.2 AVALIACAO BIOLOGICA in vitro

Uma vez sintetizados e caracterizados por métodos espectroscopicos,
os derivados, transformados nos seus respectivos cloridratos, foram
submetidos a ensaios bioldgicos in vitro de atividade antiproliferativa das
formas promastigotas (Clso), potencial hemolitico e de fluidez da membrana
plasmética por EPR realizados no Laboratorio de Biofisica da Universidade

Federal do Goias.

6.2.1 Atividade antiproliferativa frente a L. amazonensis

A atividade antiproliferativa frente a promastigotas de L. amazonensis
foi determinada pelo método MTT levando em consideracéo valor acima da
Clso de agentes antileishmanias conhecidos. Este método baseia-se na
capacidade das enzimas desidrogenases mitocondriais em converter o sal
tretazdlio (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio) em
composto purpura insolivel denominado formazan, que ao ser solubilizado
em SDS permite a quantificacdo do numero de células viaveis de forma
indireta, por meio da absorbancia em 550 nm. A percentagem de células
viaveis foi calculada em relacdo ao controle negativo e a concentragdo que
inibe o crescimento dos parasitos em 50% (Clso), ajustada as respostas das
diferentes concentracfes das amostras em curva sigmoide. Os experimentos
foram realizados em triplicata, em nove concentragfes estabelecidas por
diluicdo seriada, e concentracao final igual a 1100 uM. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Tabela 8.
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Derivados Clso (g mL™) Clso (UM)
Intermediarios

LDT10 (18) 50,8+ 1,9 166,8 £ 6,2
LDT117 (19) 400,0* >072,2*
LDT137 (29) 400,0* >1070,7*
Aminicos

LDT246 (20) 156 +5,1 38,8+127
LDT119 (21) 20,7+7,0 49,8 + 16,8
LDT118 (22) 172,4 + 37,1 412,8 + 88,8
LDT120 (23) 271,0£54,0 624,8 £124,5
LDT131 (24) 20,0+ 0,8 48,0+ 1,9
LDT247 (25) 19,6 +2,8 455+ 6,5
LDT136 (26) 21,3+2,8 41,2+5,4
LDT134 (27) 10,9+ 1,6 25,0+ 3,7
LDT138 (28) 50+04 144+ 1,2
N-Metilaménicos

LDT246Me (30) 42+1,0 10,1+ 2,4
LDT119Me (31) 29+0,2 6,7+0,5
LDT118Me (32) 12,6 + 3,2 29,1+74
LDT120Me (33) 80+£1,0 17,83+2,2
LDT247Me (34) 27,9+5,6 62,6 £+ 12,6
LDT136Me (35) 55+1,9 10,3+0,8
LDT134Me (36) 16,0 + 4,3 355+9,5
Miltefosina (6) 57+0,9 140+ 2,2

“sem atividade inibitdria na concentracdo maxima do experimento

6.2.2 Atividade antiproliferativa dos intermediarios ndo aminicos

A analise dos resultados frente a L. amazonensis revelou que os

intermediarios neutros haloaquila 19 e azido 29 ndo apresentaram atividade

antiproliferativa significativa. Por sua vez, o também derivado neutro LDT10

(18) apresentou melhor perfil de atividade que 19 e 29; porém 11,9 vezes

menor que a da miltefosina (6). A atividade antiproliferativa de 18 sugere a

participagcdo da hidroxila fendlica — responsavel pelo perfil de atividade
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biolégica dos cardanois — uma vez que a haloalquilagdo do fenol leva ao
composto LDT117 (19) com diminuicéo do perfil.

6.2.3 Atividade antiproliferativa e REA dos derivados aminicos 20-28

Para as aminas 20-28 — que foram transformadas em cloridratos — os
resultados mostraram que as atividades dos derivados aciclicos LDT138 (28)
e LDT134 (27) foram melhores que as aminas ciclicas 20-26. Neste sentido,
28 foi equipotente a 6; enquanto 27 exibiu Clso 1,8 vez menor. Para as aminas
heterociclicas, os derivados pirrolidinico LDT246 (20), piperidinico LDT119
(21), e piperazinicos (24-26) mostraram perfis de atividade semelhantes;
enquanto o derivado morfolinico (22) e seu bioiséstero tiomorfolinico (23)
apresentaram as menores atividades — 10,6 e 16,1 vezes com relacdo ao
derivado 20.

Ainda que as diferencas de perfil de atividade sejam pequenas para a
maioria dos compostos avaliados, as discussfes sobre as relacdes estrutura-
atividade de ensaios fenotipicos busca compreender a influéncia de atributos
na racionalizacdo dos resultados sem conceber alvos macromoleculares.

Estruturalmente, quando comparados entre si, as N-adicbes dos
grupos hidroxietila (CH2CH20H) ao derivado 28, gerando o derivado 27,
diminuiu ligeiramente a atividade sugerindo que grupos doadores (DLH) e
aceptores de ligacdo de hidrogénio (ALH) sao tolerados na estrutura
molecular. Considerando os derivados ciclicos, a homologacao do derivado
20 ao 21 diminuiu a atividade (1,3 vez) sugerindo que o aumento da liberdade
conformacional e contribuicdo hidrofobica s&do tolerados. Quanto aos
bioiséteros divalentes, a troca bioisostérica do grupo metileno de 21 pelo
oxigénio em 22 levou a diminuicao da atividade e apontou para a restricao de
grupos ALH ou dipolos negativos naquela regido do heterociclico. Por sua vez
a presenca do enxofre no bioiséstero 23 foi ainda mais deletéria para a
atividade. A caracteristica hidrofobica do 23 pode apresentar interacdes

semelhantes ao derivado 21 pela presenca de dipolos transientes e induzidos
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apolares; entretanto o &tomo de enxofre, presente em 23, tende a interagir
com atomos de enxofre de aminoacidos como cisteina e metionina
encontrados nas proteinas de membrana do parasito. Adicionalmente, quando
expostos ao meio bioldgico, ha possibilidade de oxidagdo do enxofre a seus
metabdlitos oxidados como sulféxido ou sulfona, o que levaria a presenca de
dipolo negativo, como o encontrado no derivado 22, e portanto deletério para
a atividade.

Com relacdo aos derivados piperazinicos — piperazina (24), 1-
metilpiperazina (25) e 1-bocpiperazina (26) — o padrdao de substituicdo no
nitrogénio 1 (metil ou boc) do anel piperazinico néo alterou o perfil de atividade
guando comparado ao derivado ndo substituido 24. Vale destacar que para
24 e 26 a protonacdo — tanto na formacéo do cloridrato quanto pelo pH do
meio do ensaio — ocorre no nitrogénio 4; diferente de 25 que ocorre no
nitrogénio 1. Esta diferenca de sitios de protonacdo também n&o parece

interferir na equipoténcia dos compostos.

6.2.4 Atividade antiproliferativa e REA dos derivados cationicos 30-36

Quatro das sete aminas catidnicas avaliadas — LDT246Me (30),
LDT119Me (31), LDT120Me (33) e LDT136Me (35) — apresentaram atividade
superior ou similar a miltefosina (6); enquanto os derivados aciclico
LDT134Me (36) e ciclicos LDT118Me (32) e LDT247Me (34) exibiram perfis
de atividade de 2 a 4,5 vezes inferiores ao controle positivo.

Os resultados revelaram que LDT119Me (31), homoélogo superior do
derivado LDT246Me (30) pela adi¢cdo de grupo metileno, foi ligeiramente mais
ativo que 30 demonstrando a relevancia de contribuicdes hidrofébicas. A
comparacao entre 31 e LDT136Me (35), que apresenta grupo Boc hidrofilico
com grupos ALH e perfil similar a 30, sugere que 0s compostos interagem em
regido de reconhecimento bioférico; ou seja, que reconhece subunidades
hidrofobicas e hidrofilicas. A menor atividade observada para LDT118Me (32),

que também possui grupo ALH, destaca a diferenca no reconhecimento
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molecular destes dipolos negativos. Neste sentido, o &tomo de oxigénio de 32
esta conformacionalmente restrito no ciclo de 6 membros, onde pode realizar
interac&o ion-dipolo com o cation de nitrogénio. J& em 36, o0 melhor ALH — a
carbonila do carbamato — esta conformacionalmente mais livre, mas com
menor possibilidade de interagir com o nitrogénio catidnico pelo impedimento
estérico. Para o sulfoderivado LDT120Me (33) ha possibilidades de
contribuicdes hidrofébicas — favoraveis como vista em 31 — ou dipolares caso
o atomo de enxofre seja oxidado como abordado anteriormente. Por fim, o
resultado para o derivado LDT247Me (34) indica que a presenca do céation no

nitrogénio 1 é deletéria para a atividade.

6.2.5 Comparacéao entre os derivados aminicos 20-26 e catiénicos 30-36

De maneira geral, excetuando-se os compostos LDT247Me (34) e
LDT134Me (36), os derivados catibnicos apresentaram melhor perfil
antiproliferativo que os derivados aminicos na forma de cloridratos. Quando
comparados a miltefosina (6), os derivados LDT119Me (31), LDT246Me (30)
e LDT136Me (35) apresentaram atividade antiproliferativa superior, enquanto
LDT138 (28) similar.

Estes resultados apontam para provavel efeito anfifilico facial em face
da contribuicdo da carga positiva para as atividades observadas. A carga
positiva originada pela adigcdo do grupo metila ao nitrogénio é permanente e
ndo varia com o pH do meio. Pelo contrario, as aminas submetidas a ionizacéo
aos cloridratos, pelo borbulhamento de &cido cloridrico gasoso, séo
dependentes do pKan da amina (acido conjugado) que sofre influéncia do pH
do meio. Neste contexto, aminas com pKan 7,4 apresentardo 50 % das duas
espécies possiveis em pH 7,4: neutra e catibnica. Desta forma, o
estabelecimento de relagBes estrutura-atividade mais detalhadas quanto a
contribuicdo do nitrogénio catidnico para o perfil de atividade depende da

obtencéo de dados experimentais de pKan para cada composto.
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6.2.6 Potencial hemolitico

Todos derivados foram avaliados quanto ao atividade potencial
hemolitico em teste espectrofotométrico. O experimento foi realizado em
triplicata com variacdo na concentracoes dos compostos-alvo por diluicdo
seriada bem como quanto ao percentual de hematdcrito. A concentracao final
foi proxima de 2200 uM tendo como parametro valor de HEMso superior ao

encontrado em agentes antileishmania (Tabela 9).

Tabela 9: Concentracdo dos compostos necessaria para causar 50% de hemodlise
(HEMso) apés 2 h de incubacao na suspenséo de eritrocito a 2% de hematdcrito

Derivados HEMso (ug mL™) HEMsg (UM)
Intermediarios

LDT10 (18) >1000 >3284,0*
LDT117 (19) >1000 >2430,4*
LDT137 (29) >1000 >2676,8*
Aminicos

LDT246 (20) >1000 >2489,6*
LDT119 (21) 681,0 £ 79,0 1638,2 £ 190,0
LDT118 (22) >1000 >2394,2*
LDT120 (23) >1000 >2305,6*
LDT131 (24) 488,0 £ 142,0 1171,2 + 340,8
LDT247 (25) 128,0 + 44,0 297,2+£102,2
LDT136 (26) 481,0 + 151,0 930,7 £ 292,2
LDT134 (27) >1000 >2295,2*
LDT138 (28) 374,00+ 37,0 1076,0 £ 106,5
N-Metilaménicos

LDT246Me (30) 11,0 £ 4,0 26,0+ 9,6
LDT119Me (31) 99,0 £ 28,0 229,8 + 65,0
LDT118Me (32) 33,0+£8,0 76,3 +18,5
LDT120Me (33) 41,0+£17,0 91,4+ 37,8
LDT247Me (34) 55,0+ 6,0 123,4 £ 13,5
LDT136Me (35) 12,0+ 3,0 22,6 £5,6
LDT134Me (36) 57,0+ 6,0 126,5 + 13,3
Miltefosina (6) 21,0+ 3,0 515+7,4

*sem atividade inibitéria na concentragdo maxima do experimento
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Os compostos intermediarios e derivados aminicos apresentaram
valores de HEMso que variaram de 2,7 a 3,3 mM — 52 vezes menos hemoliticos
gue a miltefosina. Este resultado corrobora a necessidade do grupo catiénico
para a interacdo com a membrana por meio do caracter anfifilico presente na
miltefosina. Por sua vez, a maioria dos derivados aminicos apresentou HEMso
entre de 1,1 a 2,5 mM, com excecdo de LDT247 (25) e LDT136 (26) que
apresentaram valores submilimolar de 297,2 uM e 930,7 uM,
respectivamente. Neste sentido, como anteriormente abordado, a presenca
de espécies protonadas (catidnicas) dependera dos valores de pKan de cada
amina no pH do experimento, o que modulara os perfis de hemdlise. Ja os
derivados catiénicos N-metilaminicos 30-36 exibiram perfis de hemdlise cujo
HEMso variou entre 22,6 uM a 229,8 yM. Neste contexto, os derivados
LDT246Me (30) e LDT136Me (35) apresentaram atividade hemolitica maior
que a miltefosina (6); enquanto LDT118Me (32) e LDT120Me (33) exibiram
perfil similar e LDT119Me (31), LDT247Me (34) e LDT134Me (36) foram os

menos hemoliticos.

6.2.7 Andlise da fluidez da membrana

Os derivados foram avaliados quanto a fluidez da membrana por meio
do EPR utilizando o marcador de spin 5-DSA incorporado em membrana de
promastigotas de L. amazonensis sem tratamento (controle negativo),
tratadas com a miltefosina (controle positivo) e com os derivados aminicos.

Fornecendo os dados presentes na Figura 13.
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Figura 13: Espectros de EPR do marcador de spin 5-DSA incorporado em membrana
de promastigotas de L. amazonensis sem tratamento e tratados com derivados LDT,
tendo Miltefosina (6, MT) como controle positivo

Controle

O parametro espectral de EPR, 2A;, desdobramento hiperfino méximo,
medido conforme indicado na Figura 17, € a separacdo em unidade de campo
magnético (G, gauss) entre o primeiro pico de ressonancia e o Ultimo pico
invertido no espectro. As linhas verticais foram adicionadas para ajudar na
visualizacao das posi¢des dos picos. As intensidades dos espectros (unidades
arbitrarias) foram normalizadas para a mesma intensidade de pico central. Do
inicio ao fim de cada espectro ha variacdo de campo magnético de 100 G. Os
valores do 2A; medidos estédo indicados no final dos espectros; os valores
indicados com asterisco diferem do controle por mais de 0,8 G (erro
experimental estimado), indicando pequeno aumento de fluidez de
membrana, enquanto os indicados com dois asteriscos mostram grande
aumento de fluidez semelhante a miltefosina (6).

Os derivados LDT118 (22), LDT120 (23), LDT136Me (35) e LDT246Me
(30) apresentaram maior capacidade de interferir na fluidez da membrana,

deixando-a mais fluida e, consequentemente, favorecendo a lise celular.
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Porém, o tratamento com o cardanol saturado (18) resultou em maior rigidez
da membrana citoplasmética, o que desfavorece a lise celular e contribui para
maior proliferacdo do parasito. A Tabela 10 apresenta comparacdo do
potencial hemolitico com a alteracdo de fluidez na membrana de
promastigotas de L. amazonenses e destaca que LDT118 (22) e LDT120 (23)
aumentaram a fluidez da membrana préximos ao perfil da miltefosina sem

apresentar hemolise.

Tabela 10: Comparacdo do potencial hemolitico com a alteracdo de fluidez na
membrana de promastigotas de L. amazonensis

HEMso EPR
0 e | e
Miltefosina (6) 51,5+74 47,8 -6,7
LDT118 (22) >2394,2* 49,9 -4,6
LDT120 (23) >2305,6* 50,6 -3,9
LDT246Me (30) 26,0+9,6 50,6 -3,9
LDT136Me (35) 22,6 £5,6 50,9 -3,6
LDT120Me (33) 91,4+37,8 52,3 -2,2
LDT119Me (31) 229,8 + 65,0 52,8 -1,7
LDT137 (29) >2676,8* 53,4 1,1
LDT119 (21) 1638,2 £ 190,0 53,4 -11
LDT247Me (34) 297,2+£102,2 53,4 -11
LDT136 (26) 930,7 £ 292,2 53,7 -0,8
LDT246 (20) >2489,6* 53,7 -0,8
LDT134 (27) >2295,2* 53,8 -0,7
LDT247 (25) 297,2+£102,2 53,9 -0,6
LDT118Me (32) 76,3+ 18,5 54,0 -0,5
LDT134Me (36) 126,5 £ 13,3 54,1 -0,4
LDT117 (19) >2430,4* 54,3 -0,2
LDT131 (24) 1171,2 £ 340,8 54,4 -0,1
LDT138 (28) 1076,0 £ 106,5 54,9 0,4
LDT10 (18) >3284,0* 56,7 2,2

“sem atividade inibitéria na concentragdo maxima do experimento
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Conclusdes e Perspectivas
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1. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1. Conclusoes

Este trabalho compreendeu estudos referentes a sintese e
caracterizagdo de novos derivados aminicos, protonaveis e N-metilcatidnicos,
planejados racionalmente a partir do cardanol saturado e avaliagdes quanto a
atividade antiproliferativa frente & forma promastigota de L. amazonensis, ao
potencial hemolitico e analise de fluidez da membrana do parasito.

As metodologias sintéticas mostraram-se eficazes para a obtencéo dos
derivados a partir do cardanol saturado comercial (LDT10, 18), as quais
compreenderam procedimentos classicos de conversao de grupos funcionais,
tais como O-haloaquilagcdo com 1,2-dibromoetano, azida¢do, aminacao e N-
alquilacdo, estas ultimas explorando reacdes de substituicdo nucleofilica
bimolecular a temperatura ambiente, sob aguecimento assistido por micro-
ondas domeéstico ou brando em banho de O6leo. Neste sentido foram
sintetizados trés intermediarios e 16 compostos-alvo em rendimentos que
variaram de 65 % a 98 %, os quais foram caracterizados por analise de
espectros de RMN de hidrogénio e de carbono 13.

Os intermediarios LDT10 (18), LDT117 (19) e LDT137 (29) bem como
os derivados-alvo 20-28 e 30-36 foram avaliados quanto a atividade
antiproliferativa frente a L. amazonenses com destaque para LDT10 (18, Clso
166,8 + 6,2 uM) entre os intermediarios; LDT138 (28, Clso 14,4 + 1,2 uM) e
LDT246 (20, Clso 38,8 + 12,7 uM) entre os derivados-alvo aminicos aciclicos
e ciclicos, respectivamente; e LDT119Me (31, Clso 6,7 = 0,5 uM) entre os
derivados catidnicos.

Os compostos foram ainda avaliados quanto ao potencial hemolitico
sendo os intermediarios e a maioria dos compostos aminicos identificados
como nao hemoliticos com valores de HEMso na faixa 2700 a 3300 uM; o
derivado aminico LDT247 (25, HEMso 930,7 uM) com baixo potencial de
hemolise; e os demais derivados aminico aciclico LDT136 (26) e os N-
metilcatidnicos 30-36 hemoliticos com variacdo de HEMso de 22,6 uM a 297,2
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MM. Comparados a miltefosina (6), os derivados catibnicos apresentaram
diferentes perfis de hemodlise, sendo superiores para LDT246Me (30) e
LDT136Me (35); semelhantes para LDT118Me (32) e LDT120Me (33); e
inferiores para LDT119Me (31), LDT247Me (34) e LDT134Me (36).

A analise do perfil de fluidez da membrana em experimentos de
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) revelou a né&o
linearidade entre os diferentes compostos em que os derivados aminicos, 22
e 23, e os catidnicos, 30 e 35, levaram a maior fluidez da membrana de L.
amazonensis semelhante a 6, favorecendo a lise celular; enquanto a acéo do
cardanol saturado LDT10 (18) tornou a rigidez da membrana o que favorece

a proliferacao do parasito.

7.2. Perspectivas

Compreendem as  perspectivas deste trabalho  estudos
complementares de toxicidade e EPR frente a forma amastigota axénica e
macrofagos peritoniais bem como estudos in vivo visando a racionalizagéo
dos resultados e planejamento de novas séries contendo os arcaboucos
moleculares desenvolvidos neste trabalho.
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