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RESUMO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) consistem em um grupo de
doencas transmissiveis e que afetam principalmente regides de pobreza, por
exemplo a Leishmaniose e a doenca de Chagas (DC). A descoberta de novos
farmacos e desenvolvimento de novos tratamentos para DTNs constitui um
desafio para o controle dessas doencas uma vez que 0s medicamentos
disponiveis para o tratamento apresentam limitagfes associadas a toxicidade,
perfil de efeitos adversos, longa duracdo do tratamento, resisténcia do
parasito, entre outros. Novos farmacos, eficazes, seguros, acessiveis sao
necessarios para o tratamento das DTNs, incluindo a DC e leishmaniose.
Alquilfosfolipideos  (AFL) tém demostrado atividade contra o0s
tripanossomatideos que ocasionam essas doencas, entre eles a miltefosina,
sendo um prot6tipo interessante. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
sintetizar novos analogos de lipideos fosfocolinicos a partir acido anacardico
e do cardanol, explorando a contribuicéo lipofilica desses compostos, assim
como e avaliar a atividade frente ao Trypanosoma cruzi e a Leishmania
amazonensis. A metodologias sintéticas utilizadas permitiram a obtencéo de
5 novos lipideos fosfocolinicos, LDT301 (21), LDT302 (22), LDT303 (23),
LDT304 (24) e LDT305 (25). Os derivados 24 e 25 se destacaram na série,
com melhor perfil de atividade, apresentando atividade antiproliferativa,
reducdo da viabilidade celular, alteracédo da permeabilidade da membrana e
alteracdes morfologicas e ultraestruturais sobre formas evolutivas do T. cruzi.
Os derivados também demostraram atividade antiproliferativa sobre L.
amazonensis, com reducdo da proliferacdo e viabilidade celular de
promastigotas e amastigotas, assim como capacidade de perturbar a
membrana de promastigotas medido por meio de ressonancia paramagnética
de elétrons. Os compostos LDT304 (24) e LDT305 (25) ndo demonstraram
toxicidade celular frente as linhagens e nas concentragdes testadas, com bom
indice de seletividade sobre macréfagos e baixo potencial hemolitico.

Palavra-chave: Alquilfosfolipideos, Trypanosoma cruzi, Leishmania
amazonensis, Liquido da Casca da Castanha do Caju (LCC), Acido
anacardico, Cardanol
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ABSTRAT

Neglected tropical diseases (NTDs) are a group of diseases that affect poor
regions e.g. Leishmaniasis and Chagas' disease (CD). The discovery of new
drugs and the development of new treatments for NTDs is a challenge for the
control of these diseases considered that drugs available for treatment have
limitations associated with toxicity, adverse effect, long duration of treatment
and parasite resistance. New drugs, effective, safe are needed for the
treatment of NTDs, like CD and leishmaniasis. Alkylphospholipids (APL) have
shown activity against trypanosomatids that cause these diseases, including
miltefosine, being an interesting prototype. Thus, the goal of this work was to
synthesize new analogs of phosphocolinic lipids from anacardic acid and
cardanol, exploring the lipophilic contribution of these compounds, as well as
and evaluating the activity against Trypanosoma cruzi and Leishmania
amazonensis. The synthetic methodologies used made it possible to obtain 5
new phosphocolinic lipids, LDT301 (21), LDT302 (22), LDT303 (23), LDT304
(24) and LDT305 (25). Derivatives 24 and 25 stood out in the series, with a
better activity profile, presenting antiprofliverative activity, reduction of cell
viability, alteration of membrane permeability and morphological and
ultrastructural changes on evolutionary forms of T. cruzi. Derivatives also
demonstrated antiproliferative activity on L. amazonensis, with reduced
proliferation and cell viability of promastigotes and amastigotes, as well as the
ability to disturb the promastigote membrane measured by electron
paramagnetic resonance. The compounds LDT304 (24) and LDT305 (25) did
not demonstrate cellular toxicity in relation to the strains and in the tested
concentrations, with a good selectivity index over macrophages and low
hemolytic potential.

Keyword: Alkylphospholipids, Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis,
Cashew Nut Shell Liquid (CNSL), Anacardic acid, Cardanol
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) consistem em um grupo
de doencas transmissiveis e prevalentes em regides tropicais e subtropicais,
principalmente em paises com indices significativos de pobreza, sem
saneamento basico, geograficamente propicios ao contato com vetores e
outros hospedeiros. As DTNs afetam globalmente mais de um bilhdo de
pessoas com impactos significativos sobre a saude publica e a economia [1].
O numero limitado de medicamentos disponiveis, a resisténcia aos farmacos,
os efeitos adversos graves e os custos, além do perfil de toxicidade,
protocolos de administracdo dos medicamentos, longa duracdo de
tratamentos, entre outros, consistem em algumas das limitacées no controle
das DTNs [2].

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) lista 17 DTNs, entre as quais
podemos destacar dois grupos de doencas causadas por protozoarios
cinetoplastideos — a doenca de Chagas (DC) e as Leishmanioses — que
apresentam como agentes etioldgicos os tripanosomatideos do género
Trypanosoma e Leishmania, respectivamente [1]. Embora esses
triponasomatideos pertencam a mesma familia, apresentem genes ortélogos
e alguns processos metabdlicos semelhantes, eles exibem desenvolvimentos
distintos que refletem em diferentes ciclos de vida, forma de transmisséo,
evolucdo nos hospedeiros, patogénese e viruléncia, promovendo diferentes
manifestacbes clinicas e evolu¢cdo das doencas que ocasionam. Como
caracteristica comum, a doenca de Chagas e a Leishmaniose apresentam

impacto social, econdmico e sobre a saude publica, estando associadas com
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aumento dos Anos de Vida Perdidos Ajustados por Incapacidade (DALY -
Disability Adjusted Life of Years) [3].

Como estratégias gerais de prioridade para o controle das duas DNTS,
a OMS cita a melhoria no diagndstico e caracterizagdo dessas doencas;
controle dos vetores em areas endémicas; desenvolvimento de vacinas para
prevenir e bloquear a transmissao; identificacdo de casos assintomaticos; e
melhoria na terapéutica e prevencao de resisténcia pelo desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos, combinacdo de agentes anti-cinetoplastideos,
reposicionamento de farmacos aprovados para outras doencas e que

apresentem eficacia frente a esses tripanosomatideos [1, 3].

O desenvolvimento de novos farmacos para tratamento de DTNs
enfrenta varios desafios, um deles € o de ndo ser um mercado
financeiramente atraente devido a perspectiva de baixos retornos financeiros
contrastado pelo longo periodo de investimento e pesquisa para introducéo
de um novo medicamento. Porém, iniciativas da OMS tém tentado priorizar
estudos na area das DNTs designando grupos de referéncia de doencas
(Diagnosis Related Groups - DRGSs). Desta forma, a doenca de Chagas e a
Leishmaniose foram enquadradas no grupo 3 (DRG3) e consideradas como
area prioritaria [3]. Mesmo diante de esforcos para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas frente aos tripanosomatideos que ocasionam
essas duas doencas, 0os compostos utilizados atualmente na pratica clinica
foram introduzidos h&4 décadas e apresentam diversas limitacdes. Dessa
forma, a identificacdo de novos alvos e desenvolvimento de novos farmacos
para o tratamento dessas doencas torna-se importante [4]. Tendo em mente
que estas doencgas atingem majoritariamente paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, a descoberta de novos agentes terapéuticos de baixo custo,
mais que uma necessidade, é a possibilidade para enfrentamento destes

desafios em saude publica.
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1.2 DOENCA DE CHAGAS

A DC apresenta principal distribuichio em éareas consideradas
endémicas na Ameérica Latina. Nas Uultimas décadas, entretanto, focos tém
sido identificados na América do Norte e em paises Europeus associados a
mobilidade da populacéo entre a América Latina e o resto do mundo. Estima-
se que cerca de 6 a 7 milhGes de pessoas estejam infectadas pelo T. cruzi em

todo o mundo [5-8].

No ano de 2010, o numero total de pessoas infectadas pelo T. cruzi foi
estimado em 5.742. Estes casos estavam distribuidos em 21 paises da
América Latina e destes 1.157 (20 %) registrados no Brasil. No ano de 2015
a estimativa mundial era de que 80 % das pessoas atingidas pela DC estavam
sem acesso ao diagnostico ou tratamento, havendo ainda dificuldade de
estimar a real prevaléncia da DC. Isso contribui para o elevado impacto da
morbimortalidade e custo social da doenca, sendo um dos grandes desafios
de saude publica na América Latina. Mesmo diante de melhorias alcancadas
com o controle de vetores, controle de qualidade de transfusbes e
transplantes, medidas sanitarias para minimizar a transmissao oral e vetorial,

a doenca ainda requer prioridade e atencéao [9].

1.2.1 Forma de Transmisséo e Ciclo de Vida do Parasito

A DC, também denominada tripanossomiase americana, € ocasionada
pelo protozoario T. cruzi. Atualmente sdo conhecidas seis linhagens distintas
desse parasito, classificadas como Tc de | a VI (Tcl-VI). As linhagens variam
de acordo com a distribuicdo geografica, especificidade no hospedeiro e

patogenicidade. Na América Latina a transmissao vetorial ocorre por meio
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dos triatominios hematdfagos (Triatominae — Hemiptera: Reduviidae),
conhecidos popularmente como barbeiro. O T. cruzi apresenta ciclo
heteroxénico com uma fase no hospedeiro mamifero e outra no vetor (Figura
1).

Figura 1 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi
Estagio no triatomineo Estagio no mamifero ODPDX
|  Triatominio elimina as formas

tripomastigotas nas fezgs Il Tripomastigotas metaciclicos
durante o repasto sanguineo

» penetram em varias células e se
ﬂ ﬁ diferenciam em amastigotas

/;‘/\@i @ '
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o ciclo
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circulagdo

@* Estégio infectante

J Estagio diagnostico Ha diversos mamlferos que sé@o
hospedeiros e reservatorios do T. cruzi

Fonte: Modificado de [8]

Durante o repasto sanguineo o vetor infectado defeca eliminando a
forma infectante tripomastigota metaciclica nas fezes e urina (l). O prurido
ocasionado na regidao da picada favorece o contato das formas infectantes
com a porta de entrada gerada pela picada, na qual o parasito é inoculado. O
parasito pode ser ainda introduzido no organismo pelo contato com mucosa
dos olhos e boca. Os tripomastigotas entram em contato com o organismo do
hospedeiro, penetram nas células e se diferenciam em amastigotas (ll). Por
sua vez, os amastigotas intracelulares se multiplicam por fisséo binaria (ll1),
diferenciam em tripomastigotas levando a ruptura da célula hospedeira (1V),
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sendo liberados para circulacdo sanguinea por meio da qual podem infectar
novas células e iniciar nova replicagéao [5, 6].

A continuidade do ciclo natural ocorre quando o triatominio, durante o
repasto sanguinio, se infecta com a forma tripomastigota (V). No triatominio o
tripomastigota se diferencia em epimastigota (VI), que replica por fissdo
binaria no intestino do inseto (VII), e no intestino posterior se diferencia em
tripomastigota metaciclico (VIIl), sendo excretado nas fezes durante o repasto

sanguineo (1), reiniciando o ciclo [5, 6].

No hospedeiro mamifero, o T. cruzi pode ser encontrado em duas
formas: tripomastigota e amastigota (Figura 2). O tripomastigota — forma
alongada que apresenta flagelo estendido ao longo da borda externa da
célula, formando uma membrana ondulante — apresenta o cinetoplasto na
regido terminal e o nucleo localizado mais centralmente, sendo considerada a
forma infectante, podendo ser encontrada no sangue dependendo da
parasitemia. Ja o amastigota € uma forma arredondada, intracelular, nédo
apresenta flagelo e pode ser encontrada no interior de varias células,
preferencialmente células de origem mesenquimal. A forma epimastigota,
também alongada com presenca de flagelo e cinetoplasto, € localizada
anterior ao ndcleo. Esta forma é encontrada no intestino do vetor (Figura 2)
[6, 7].

Figura 2 - Formas apresentadas pelo Trypanosoma cruzi

Formas apresentadas pelo T. cruzi. [A] Forma tripomastigota no sangue — corada com Giemsa. [B]
Forma amastigota em tecido cardiaco corado com hematoxilina e eosina. [C] Forma epimastigota obtida
de cultura corado com Giemsa. F — flagelo; N — nacleo; MO — membrana ondulante; C — cinetoplasto
Fonte: Modificado de [8]
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Outras formas de transmissdo também apresentam relevancia
epidemioldgica para doenca de Chagas. Neste contexto, o T. cruzi também
pode ser transmitido por via nao vetorial como pelo consumo de alimentos
contaminados, transfusdo sanguinea ou transplante de 6rgaos, transmissao
transplacentaria ou vertical e por acidente laboratorial [5].

1.2.2 Manifestac¢des Clinicas da Infec¢do por T. cruzi —Doenca de Chagas

A DC apresenta duas fases: aguda e crbnica. A fase aguda ocorre apos
a infeccao pelo parasito e pode durar cerca de 2 meses (2 a 8 semanas). Na
maioria dos casos 0s sintomas nesta fase sdo ausentes ou leves e
inespecificos, dificultando o diagnostico. Os primeiros sinais visiveis podem
ser lesdo na pele (Chagoma — inflamacao na regido de inoculacao) ou edema
da palpebra de um olho s6 (sinal de Romafia), que ocorrem em menos de 50
% dos casos. Durante a fase aguda ha alta parasitemia e outros sintomas
podem aparecer incluindo febre, cefaleia, edema nos linfonodos, palidez, dor
muscular, dificuldade de respirar, edema e dor abdominal ou troracica. A
parasitemia reduz substancialmente com 90 dias de infeccdo. Em caso de
transmissao oral com alimento ou bebida contaminada, a fase aguda parece
ser mais severa com alta mortalidade quando comparada a transmisséo
vetorial [5-7].

A fase aguda tende a resolver de forma espontanea e os pacientes
infectados nédo tratados evoluem para forma crénica. A maioria dos individuos
nunca desenvolvem sintomas ou envolvimento visceral na forma cronica,
sendo considerada como forma indeterminada. Adicionalmente, apresentam
sorologia positiva para T. cruzi, mas sem manifestacdo clinica da doenca
envolvendo alteragfes cardiacas e digestivas. Porém, aproximadamente 30-
40 % dos infectados crénicos podem apresentar alteracdes entre 10 a 30 anos
apos a infeccao, principalmente cardiomiopatias, megaeséfago e megacolon,
sendo o envolvimento cardiaco o mais frequente, caracterizando a fase
cronica determinada ou sintomaética [6].
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Considerando a patogénese da DC na fase aguda, a resposta
observada no hospedeiro é secundaria a presenca do parasito e a resposta
inflamatoria. Neste sentido, o controle eficiente da resposta do sistema imune
ao parasito tem sido relacionado a intensa resposta inflamatéria com ativacéao
de anticorpos e da resposta inata (mediada por células Natural Killer — NK e
Macroéfagos), por meio da ativacao de linfocito T auxiliar 1 (Th1 — T help 1) por
citocinas pro-inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e
interferon-y (IFN-y). Por sua vez, a patogénese da fase crbnica néo é
completamente entendida. Durante a fase cronica a inflamagéo tem sido a
principal contribuicdo para progressao da doenca e dano tecidual. H& hipétese
do envolvimento de autoantigenos com reacao cruzada a antigenos de T.
cruzi com desenvolvimento de autoanticorpos e reacdo autoimune; porém
essa relacdo ainda ndo € totalmente elucidada. H4 também o envolvimento
de fatores relacionados a resposta do hospedeiro, persisténcia da infeccéo e

viruléncia do parasito [6].

1.2.3 Tratamento da Doenca de Chagas

De acordo com a OMS (2012) [3], o principal objetivo do tratamento
especifico contra infec¢éo pelo T. cruzi é eliminar o parasito na fase aguda, e
assim impedir a cadeia de transmissao e reduzir a probabilidade do
desenvolvimento da doenca de Chagas crdnica sintoméatica. Apenas dois
farmacos antitripanosoma, pertencentes a classe dos nitroheterociclos, estao
disponiveis para tratamento especifico: o benznidazol (1, BZN — agente
derivado nitroimidazélico introduzido em 1970 - Roche) e o nifurtimox (2, NFX
— composto nitrofuranico introduzido em 1960 - Bayer) (Figura 3). Sdo a base

para o tratamento da doenca de Chagas ha mais de 50 anos [5, 6, 9, 10].
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1 Figura 3 - Estrutura quimica dos nitroheterociclos utilizados no tratamento da
2 doencade Chagas BZN e NFX e outros farmacos utilizados como supressores

3 da parasitemia
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No Brasil o medicamento disponivel para o tratamento antiparasitario
da doenca de Chagas é o BZN (1), sendo atualmente produzido por
laboratério brasileiro e distribuido por solicitacdo junto ao Ministério da Saude,

nao havendo disponibilidade no mercado farmacéutico [9]. O mecanismo de

O 00 N o U

acado do benznidazol envolve diferentes alvos e alteracdes celulares, entre
10 eles: (i) formacéo de radicais livres; (ii) formacdo de metabdlitos eletrofilicos;

11 e (iii) inducdo de dano mitocondrial [7].
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Em geral, o BZN (1) é bem tolerado e apresenta baixo perfil de efeitos
adversos em criancas quando comparado a adultos. Entre os efeitos adversos
estd a dermopatia por hipersensibilidade como efeito mais frequente. Em
casos leves ou moderados de dermopatia € preconizado a continuidade do
tratamento e avalia-se a introducdo de corticoides para alivio do quadro;
entretanto em casos graves é necessario a suspensao. O uso de BNZ (1)
pode ocasionar polineuropatia periférica, dose-dependente, com
aparecimento mais comum ao final do tratamento, devendo-se nesse caso
suspender a medicacdo. Adicionalmente, BZN (1) pode ocasionar depresséao
da medula déssea, mas que apresenta recuperacdo sem sequelas apos
suspensao do medicamento, sendo nesse caso indicada a interrupcéo do uso.
A intolerancia digestiva é rara, mas pode ser controlada com medicamentos
para gastrite e Ulcera. O acometimento hepatico, embora possa ser grave, €
raro. Em casos de intolerancia ao BZN (1), o NFX (2) entra como segunda
opcao terapéutica. Ambos sdo genotdxicos e, portanto, contraindicados na
gestacdo, principalmente no primeiro trimestre [9-11]. O NFX nado é
disponibilizado no Brasil, sendo fornecido em situacbes especiais via
solicitacdo a Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS) e OMS [3, 9, 11].

O NFX (2) apresenta efeitos adversos e toxicidade semelhantes aos
descritos para o BZN (1), com menor tolerancia digestiva, podendo ocasionar
também anorexia, perda de peso e distlrbios psiquicos [9]. O mecanismo de
acao do NFX envolve: (i) inducdo de estresse oxidativo; (ii) ativacdo mediada
por nitroredutases eucariéticas com formacao de espécies radicalares; (iii)
inibicdo da atividade de desidrogenases do parasito; e (iv) alteracdo do
potencial de membrana mitocondrial [7]. Em caso de falha terapéutica ao BZN
(1), o NFX (2) pode ser utilizado, porém observa-se resisténcia cruzada entre
os dois farmacos por apresentarem mecanismos bem semelhantes. Os dois
farmacos séo disponibilizados em formulacdes para uso por via oral e
apresentam tratamento prolongado (periodo maior que 60 dias), podendo os
efeitos supracitados levar a descontinuidade do tratamento, cuja taxa de
descontinuacdo reconhecida de 15 % a 20 % [3, 9, 11].
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O tratamento com farmacos especificos antitripanosomal ¢é
recomendado para a fase aguda, DC congénita, reativacao da infeccao, e na
doenca crénica em menores de 18 anos. Sao considerados efetivos em
recém-nascidos (99 % de cura) e fase aguda (80 % de reducdo da
parasitemia). Deve-se avaliar as particularidades e condicdes clinicas de cada
caso. O tratamento antiparasitario na fase cronica da doenca e com forma
cardiaca avancada nao tem se mostrado efetivo, podendo até mesmo ser
prejudicial em algumas circunstancias. Um dos motivos é que a frase cronica
ja cursa com parasitemia negativa, sendo que a auséncia do parasito ndo sera
indicativo de cura [3, 6, 9].

Quando ha impossibilidade do uso do BZN (1) e NFX (2), embora ndo
haja evidéncias clinicas de comprovada eficacia terapéutica (nivel de
evidéncia baixo), outros medicamentos, por exemplo o alopurinol e
antifangicos azolicos (inibidores da sintese de ergosterol) como o
cetoconazol, itraconazol, fluconazol e posaconazol, podem ser usados como
supressores de parasitemia por T. cruzi [6, 9]. Esta limitacdo de opcdes
terapéuticas também evidencia o carater de negligencia da doenca de
Chagas, havendo necessidade da busca por novos tratamentos.

1.3 LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo parasitoses resultantes da infeccdo por
protozoarios do género Leishmania. Apresentam amplo espectro de
manifestacbes clinicas que vao depender da espécie de Leishmania
envolvida, da reposta imune do hospedeiro, podendo ser assintomatica ou
sintomatica, localizada ou difusa. As trés principais manifestacdes clinicas
incluem duas formas que afetam a pele e mucosas (tegumentar), como a
leishmaniose cutdnea (LC), forma mais comum, e a leishmaniose
mucocutanea (LMC); e a leishmaniose visceral (LV), forma mais grave da

doenca, também conhecida como calazar [12].
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Endémicas em cinco continentes, 98 paises e territorios, as
leishmanioses contabilizam 1,3 milh&o de novos casos anuais e mais de 350
milhdes de pessoas em risco de transmissao. Estima-se que ocorra 0,7-1,2
milh&o de casos de LC por ano, contribuindo as Américas, litoral Mediterraneo
e Asia Ocidental com 30 % dos casos, sendo 75 % desses concentrados no
Brasil, Siria e Afeganistdo. Com relacdo a LMC, ha cerca de 35.000 casos por
ano, majoritarios na América do Sul, principalmente no Brasil, Peru e Bolivia.
O Brasil apresenta o maior niumero de casos de LC e LMC na América do Sul.
O numero de casos de LV no mundo é estimado para 0,2-0,4 milhdo de
pessoas por ano com concentracdo de 90 % no Brasil, Bangladesh, Etiopia,
india, Nepal, Suddo do Sul e Sudao, e letalidade em torno de 10-20 %,
especialmente em areas de maior acometimento, constituindo sério problema
de saude publica. A LV canina também exerce impacto na distribuicdo

epidemioldgica da doenca representando importante reservatorio [12-15].

1.3.1 Forma de Transmissao e Ciclo de Vida do Parasito

Sao descritas 22 espécies de Leishmania patogénicas ao homem com
diferente distribuicdo no mundo. Nas américas, 15 espécies, agrupadas no
subgénero Leishmania (L) e Viannia (V), estdo associadas ao
desenvolvimento de LC e LMC. Sete espécies patogénicas foram identificadas
no Brasil, onde as trés principais sao L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis
e L. (V.) guyanensis. Nas Américas a Leishmania infantum (sinonimia L.
chagasi) € a espécie envolvida na LV [15-17].

O ciclo de vida da Leishmania é heteroxénico com transmisséo entre o
mosquito vetor e reservatérios mamiferos (Figura 4). A transmissao da
leishmaniose ocorre por meio da picada da fémea do flebotominio infectada.
Ha varias espécies envolvidas na transmissédo podendo variar dependendo da

regido geografica. No Brasil, 0 género Lutzomyia, conhecido popularmente
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como mosquito palha, tatuquira, birigui entre outros, é o principal vetor

associado a transmissao [18].

No momento do repasto sanguineo, o vetor infectado inocula
promastigotas metaciclicas (), regurgitando-as. As promastigotas sao
fagocitadas por macréfagos ou outras células fagociticas (ll), diferenciam-se
em amastigotas e multiplicam-se por fissao binaria (111), gerando o rompimento
das células (IV), podendo infectar outras células e tecidos. Dando
continuidade ao ciclo, o flebotominio durante o repasto sanguineo em
individuos infectados, ingere células infectadas com amastigotas (V). No
flebotominio, os amastigotas sdo liberados (VI), transformam-se em
promastigotas (VII), desenvolvem-se no intestino do inseto (VIII) (no intestino
grosso quando se trata do subgénero Vianna e no intestino médio o subgénero
Leishmania), e a seguir migram para a proboscide (1) podendo assim infectar

novo hospedeiro mamifero durante o habito hematofago do inseto [18].

Figura 4 - Ciclo de vida da Leishmania spp.
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Como pode ser observado no ciclo de vida do protozoario, a
Leishmania spp. apresenta duas principais formas, as promastigotas — forma
extracelular de 15 a 20 mm, alongada, delgada e flagelada, encontrada no
vetor e considerada a forma infectante — e as amastigotas — forma intracelular
obrigatéria de 3 a 5 mm, nao flagelada, encontrada normalmente em
macrofagos do hospedeiro mamifero — relacionada as manifestacdes clinicas

da doenca (Figura 5) [19].

Figura 5 - Formas apresentadas pelo parasito da Leishmania sp.
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Formas apresentadas pelo parasito da Leishmania spp. [A] Forma amastigota no interior do macréfago

corada com Giemsa, com grande nucleo e cinetoplasto proeminente. [B] Forma promastigota obtida de
cultura e corada com Giemsa. Observa-se a presenca do flagelo, nucleo e cinetoplasto. F — flagelo; N —
nucleo; C — cinetoplasto. Fonte: Modificado de [18]

1.3.2 Manifestagdes Clinicas da Infeccdo por Leishmania spp. -

Leishmanioses

O tipo de manifestacdo clinica da doenca vai depender da interacédo
complexa entre a cepa do parasito envolvida na infeccdao e de fatores
relacionados a resposta imune do hospedeiro. A variabilidade das repostas
relacionadas as cepas é provavelmente secundaria as diferencas genémicas
evolutivas, tornando a espécie mais adaptada a pele ou a invadir 6rgaos
viscerais. As manifestacdes clinicas também parecem ser influenciadas pela
capacidade do hospedeiro em apresentar resposta inata ou adaptativa efetiva,
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envolvendo teorias quanto a polarizagdo da resposta imune, sendo esta
interacdo mais complexa [19]. Alguns estudos sugerem que a resposta imune
do hospedeiro pode ser a chave para o controle da doenca, assim como pela
resposta observada no organismo. Além disso, fatores de viruléncia
relacionados a cepa do parasito também devem ser considerados [19-21].

Independente da forma de manifestacdo clinica, estabelecer o
tratamento especifico para limitar a evolucdo da doenca, minimizar danos,
aliviar os sinais e sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente é
essencial, uma vez que as LC e LMC podem ocasionar deformidades e
desconfiguracdes e outras complicacdes, e a forma visceral possui alta
letalidade podendo levar a 6bito em 90 % dos casos nao tratados [22].

1.3.3 Tratamento da Leishmanioses

O protocolo de tratamento das LV, LC e LMC no Brasil apresenta como
primeira linha os antimoniais pentavalentes — antimoniato de meglumina
(Glucantime®) 20 mg Kg/dia por 30 dias — para LV e 20 dias para LMC e LC.
A segunda linha de tratamento inclui a anfotericina B (lipossomal ou
convencional). Adicionalmente para as LC e LMC também pode ser utilizada

a pentamidina [15].

Atualmente duas formulacbes de antimonial pentavalente estédo
disponiveis, o estibogluconato de sodio (3) e o antimoniato de meglumina (4)
(Figura 6). O mecanismo de acao dos antimoniais esté relacionado a inibicao
da glicolise e da oxidagdo de &cidos graxos, interferindo no metabolismo
energético. 3 e 4 apresentam baixa biodisponibilidade oral e séo utilizados na
forma intravenosa (IV) ou intramuscular (IM). Os efeitos adversos mais
comuns estdo associados a cardiotoxicidade incluindo o prolongamento do
intervalo QTc — associado a arritmia cardiaca severa ou fatal quando > 0,5 s

—, taquicardia ventricular, fibrilacdo ventricular. Artralgias, mialgias e elevacao
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das enzimas hepéaticas também séo efeitos adversos comuns. Devido a alta
toxicidade, os antimoniais ndo constituem a primeira escolha para o
tratamento de gestantes e também ndo devem ser utilizados em pacientes
HIV positivo. Ha descricdo de resisténcia em algumas regides e possivel
variabilidade na reposta para LC dependendo da espécie envolvida [15, 19,

23, 24].

Figura 6 - Farmacos recomendados pela OMS para o tratamento da
leishmaniose
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Fonte: Préprio autor

Em caso de refratariedade ou limitacdo pela toxicidade ao tratamento
com antimoniais, ou ainda em caso de gestantes e pacientes HIV positivo, 0
farmaco de escolha sera a anfotericina B. A antotericina B (5) é um antibiético

isolado do Streptomyces nodosus, inicialmente identificado por sua acéo
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antifingica. Seu mecanismo de acdo consiste na ligacdo ao ergosterol
presente na membrana da Leishmania spp. promovendo a formacao de
poros, alterando a permeabilidade. Pode ser encontrada na forma de
desoxicolato de anfotericina B ou em formulagfes lipidicas possuindo
administrac@o IV. O desoxicolato de anfotericina B apresenta varios efeitos
adversos, entre eles reacdes relacionadas a infusdo, nefrotoxidade,
hipocalemia e miocardites, sendo necesséaria a hospitalizacdo para sua
administracdo e monitoramento (4 a 5 semanas). A anfotericina B lipossomal
apresenta eficacia em baixas doses e menor toxicidade, porém tem como

limitag&o seu alto custo [15, 23].

A pentamidina (6), licenciada inicialmente para o tratamento da
tripanossomiase africana, € considerada hoje no Brasil uma alternativa
terapéutica para LC. Na india foi utilizada como segunda linha aos antimoniais
para o tratamento da LV, entretanto sua alta toxicidade e rapida emergéncia
de resisténcia fez com que fosse substituida no protocolo pela anfotericina B.
Atualmente, 6 é considerada principalmente em uso de terapias combinadas,
administrada IV ou IM, por aproximadamente 30 dias. O mecanismo de acdo
da pentamidina esta associado a inibicdo da biossintese de poliaminas e
disfuncdo do potencial de membrana mitocondrial. Os principais efeitos
adversos consistem em severa hipoglicemia e hipotensao, febre, miocardite e
toxicidade renal. Ha& também o risco de induzir dano pancreatico podendo

levar a quadro de diabetes tipo 1 (4-12 % dos pacientes) [19, 23, 24].

A paramomicina (7) é um dos farmacos recomendados pela OMS
consistindo em alternativa terapéutica para o tratamento da leishmaniose em
alguns paises. Consiste em aminoglicosidio de amplo espectro isolado do
Streptomyces krestomuceticus. O mecanismo de acdo esta relacionado a
inibicdo da sintese de proteina e também parece alterar a permeabilidade da
membrana. A paramomicina possui administracao IV para LV e pode ser
utilizada na forma tépica em LC. Adicionalmente, 7 demonstrou eficacia no

tratamento da leishmaniose em alguns paises; entretanto, entre seus efeitos
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adversos comuns estd a dor relacionada a injecédo (55 %), a ototoxicidade (2
%) e toxicidade hepatica (6 %) [23, 24].

A miltefosina (8, hexadecilfosfocolina), incialmente desenvolvida como
farmaco antitumoral, € um alquilfosfolipideo (AFL) que apresentou atividade
antileishmania tendo sido aprovada para o tratamento da leishmaniose em
diversos paises, compondo a lista de farmacos recomendados pela OMS. E
considerada o primeiro tratamento efetivo para leishmaniose por via oral e
com baixa toxicidade em comparacao aos antimoniais. Os efeitos adversos
mais comuns incluem eventos gastrointestinais, toxicidade hepatica e renal.
Tem como limitacdo sua teratogenicidade. Como desvantagem, sua alta meia-

vida esta relacionada ao risco de desenvolvimento de resisténcia [23, 24].

O mecanismo de acdo da miltefosina (8) sobre as células tumorais e
parasitos da Leishmania ndo esta totalmente elucidado. Vérios alvos de acéo
sobre os tripanossomatideos tém sido sugeridos, incluindo alteracdo do
metabolismo de alquilipideos e de éteres lipidicos, biossintese de
fosfolipideos e do glicosilfosfatatidilinositol (GPI). Ainda sédo observadas
alteracdo da transducéo de sinal e na fluidez da membrana, inibicdo da Akt
(também denominada proteina quinase B — PKB), inducdo da apoptose e
inibicdo da acil-CoA:alquilespecifica  aciltransferase  envolvida no
remodelamento lipidico. Também tem sido demonstrado que 8 se insere na
membrana do parasito por miscibilidade, interage com esterdis e também
promove inibicdo da rotacdo (turnover) de fosfolipideos e das vias de

sinalizacdo dependentes de lipideos [19, 25-28].

Considerando as opc¢oes terapéuticas disponiveis para o tratamento da
leishmaniose, novos farmacos sao necessarios devido a toxicidade, custo e
risco de resisténcia. Neste sentido, estudos para melhor entendimento da
relacdo parasito-hospedeiro tém sido realizados para identificar moléculas e
vias bioquimicas que poderiam facilitar o desenvolvimento de farmacos mais

efetivos e com menor perfil de toxicidade e risco de resisténcia [24]. A
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miltefosina (8) por ser efetiva, ter baixa toxicidade e apresentar possivel
mecanismo multialvo, envolvendo alteracdes em lipideos de membrana,
consiste em prototipo promissor para o desenvolvimento de analogos AFL

tendo a membrana como um dos possiveis alvos.

1.4 BIOMEMBRANAS: FOSFOLIPIDEOS E ESFINGOLIPIDEOS

A membrana das células eucariéticas apresenta importante funcédo na
delimitacdo tanto do ambiente interno e externo quanto de organelas. Entre
as funcgbes essenciais das membranas esta a de barreira de permeabilidade
seletiva, manutencédo da integridade bioquimica do meio interno, sinalizacao,
adesdo, presenca de enzimas e atividade metabdlica, presenca de
receptores, canais idnicos e moléculas sinalizadoras. Esta complexidade de
funcbes é importante para homeostase celular, metabolismo, crescimento e
morte celular [29].

Organizadas como bicamada lipidica fluida, as membranas sao
constituidas de lipideos, proteinas e carboidratos. Entre os lipideos de
membrana estdo os derivados do glicerol e os esfingolipideos. Os lipideos
derivados do glicerol podem ser divididos em fosfolipideos — apresentam o
glicerol ligado a dois acidos graxos e o grupo fosfato — e glicosilglicerideos —
possuem a esterificagdo com glicosidios substituindo o grupo fosfato, por
exemplo, a galactose ou glicose. Os esfingolipideos apresentam a esfingosina
em substituicho ao glicerol e também podem ser classificados em
fosfoesfingolipideos ou glicoesfingolipideos. Os lipideos fosforilados podem
apresentar grupos cationicos, basico ou zwitteridnicos, por exemplo a colina
(9), etanolamina (10), serina (11), ou outro substituinte associado ao fosfato,
como o inositol (12) (Figura 7). A cadeia dos acidos graxos pode ser saturada
ou Iinsaturada, cujos tamanho e grau de insaturacdo influenciam nas
propriedades fisicas da membrana. Esses lipideos apresentam ainda



w

© 00 N o u b

10

11

12

13
14

15
16
17
18
19
20

39

caracteristica anfifilica conferida por uma parte ou subunidade polar e outra
apolar, sendo importante na manutenc¢ao da fungao bioldgica da membrana e
na organizacao da bicamada lipidica [30].

As membranas sdo altamente enriquecidas com fosfolipideos e
esfingolipideos contendo colina. Nas células eucaribticas cerca de 40 % dos
lipideos séo fosfatidilcolinas (PC) apresentando a forma zwiteribnica em pH
biolégico [29, 31, 32]. Os esteroides, colesterol (13) e ergosterol (14), também
fazem parte da composicdo da membrana das células eucarigticas,
apresentam nucleo esteroide rigido e influenciam diretamente na fluidez,
empacotamento e formacgédo de microdominios na membrana [29, 30].

Figura 7 - Exemplo de lipideos encontrados nas membranas
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Fonte: Préprio autor

As membranas celulares ndo sdo homogéneas, mas consistem em
meio heterogéneo com organizacdo lipidica complexa e dinamica,
apresentando microdominios distintos como as “rafts” [29]. Os lipideos rafts
sdo organizados em dominios enriquecidos de colesterol, esfingolipideos,
receptores e proteinas ancoradas a GPIl. Esses microdominios sao
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importantes, participam de varios processos, entre eles a transducéo de sinal,
moduladores da sinalizacdo, interacbes complexas com proteinas e
transporte de lipideos, fagocitose e outras funcdes nao totalmente elucidadas
[25, 33].

Cada tipo de membrana é altamente especializada em seus diferentes
atributos, determinado pela presenca de lipideos e proteinas especificas que
refletem em suas funcgdes celulares [29]. Protozoarios tripanosomatideos
como T. cruzi e Leishmania spp séo dependentes da biossintese de lipideos
para seus estagios proliferativos, assim como mudanc¢as na composi¢ao de
lipideos de membrana e metabolismo lipidico para adaptacdo ao meio
dependendo do estagio no hospedeiro [34].

1.4.1 Membrana do Trypanosoma cruzi

Assim como outras células eurcariéticas, a membrana do T. cruzi
contém varios fosfolipideos, esfingolipideos, lipideos neutros e esteroides
[35]. Os fosfolipideos fazem parte da maior fracdo de espécies de lipideos da
membrana desse protozoario. Entre os fosfolipideos, a PC é a mais
abundante (20-30 %) tanto na membrana de tripomastigotas como de
amastigotas. Observa-se diferenca da composicdo da membrana entre os
estagios de desenvolvimento do T. cruzi (Figura 8). O fosfatidilinositol (PI) é o
lipideo mais presente na membrana de tripomastigotas e o segundo lipideo
mais abundante em amastigotas. J& os glicerideos sao majoritarios em
amastigotas, seguido de triglicerideos (TG), com cerca de 25 %, podendo
esse aumento estar relacionado ao processo de internalizacdo na célula

hospedeira [34].
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Figura 8 - Composicéo de lipideos em amastigotas e tripomastigotas de T.

cruzi

Amastigota Tripomastigota

Il Cer (8.85%) Il Cer(891%)

Bl CerG (3.06%) Bl CerG (3.04%)

[ DG (0.68%) 3 DG (0.72%)

3 PC (25.24%) @ PC (29.34%)

Bl PE (1350%) @l PE (10.98%)

] PG (0.93%) 3 PG(141%)

Il PI(14.06%) Bl Pl(25.42%)

Bl PS (5.09%) Bl PS (6.19%)

Bl SM(3.43%) Bl SM(3.03%)

Bl TG (25.16%) Bl TG (10.96%)
Cer - ceramida; CerG - hexosilceramida; DG - diacilglicerol; PC - fosfatidilcolina; PE-
fosfatidiletanolamina; PG - fosfatidilglicerol; Pl — fosfatidilinositol; PS - fosfatidilserina; SM -

esfingomielina; TG- triacilglicerol. Modificado de [34]

Os glicerolfosfolipideos também séo encontrados em abundancia no T.
cruzi, entre eles a fosfatidiletanolamina (PE — 10 a 13 %), fosfatidilserina (PS
— 5 a 6 %) e fosfatidilglicerol (PG — ~1 %). J& os esfingolipideos constituem
aproximadamente 10 % dos lipideos. Em tripomastigotas, a
etanolaminofosforilceramida e esfingomielina (SM: colinafosforilceramida)
constituem aproximadamente 50 % dos esfingolipideos. O T. cruzi também
apresenta em sua membrana o ergosterol — explorado como alvo para
introducdo de novos tratamentos pela via da biossintese de esteréis de

tripanossomatideos, dado a sua importancia na homeostase celular [34].

Por sua vez, epimastigotas de T. cruzi apresentam 35 % de
fosfolipideos e 65 % de lipideos neutros. Entre os fosfolipideos a PC também
€ a mais abundante (44 %), seguida de PE (28 %), PI (12 %), SM (4 %) [36].
Os esfingolipideos SM, inositol fosforilceramida (IPC) e etanolamina
fosforilceramida (EPC) sdo dominantes, correspondendo a 80 % dos

esfingolipideos [34].
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1.4.2 Membrana da Leishmania

Na membrana da Leishmania spp. os fosfolipideos correspondem a 70
% dos lipideos totais incluindo a PC, (30-40 %), PE (~10 %), e PI (~ 10 %). O
mais abundante glicerolfosfolipidio também é a PC. Diferente das células de
mamiferos ou plantas e do T. cruzi, o parasito da Leishmania n&o sintetiza
SM. O esfingolipidio majoritario € o IPC né&o glicosilado, ausente em

mamiferos, e a ceramida [31].

Além de serem componentes importantes da membrana, os
fosfolipideos também desempenham multiplos papeis na Leishmania, entre
eles o de ancorar fatores de viruléncia e.g. LPG, glicoinositolfosfolipideos
(GIPLs) e GPI, que formam uma barreira protetora e desempenham fungdes

criticas na infectividade [31, 32].

Glicoconjugados (GC) séo expressos na superficie de amastigotas e
promastigotas (Figura 9). A capacidade da Leishmania sobreviver no intestino
do vetor e no ambiente hidrolitico e acido dos fagolisossomo dos macréfagos
estd associada com a expresséo de complexos GC. Em promastigotas esses
GC incluem GPI ancorados a gp63; o LPG e a familia dos glicolipideos GPI
livres, GIPLs e fosfoglicanos (FG) ou proteofosfoglicanos (PPG). Em
amastigota a expresséao de LPG e gp63 € baixa, sendo os glicoesfingolipideos
(GSL) a principal classe expressa nas amastigotas de L. (L) amazonensis,

apesar de estar ausente em promastigotas [32, 37].

Os esfingolipideos apresentam importancia em processos bioldgicos
como adesdao, reconhecimento molecular, transdugéo e formagao das rafts
(Figura 9). Nas rafts também pode ser observado maior concentracdo de
ergosterol, tornando a regido mais rigida. Adicionalmente, podem ser
observadas proteinas transmembrana e glicosilfosfatidilinositol ancorados. O
IPC é o principal esfingolipidio presente na forma promastigota, ausente na
célula de mamiferos, localizado principalmente nas rafts. GIPL também é

encontrado em maior quantidade na promastigota; enquanto que nha
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amastigota GSLs e esterodis estdo presentes em maior quantidade nas rafts
[37].

Figura 9 - Representacdo esquematica de rafts na membrana de L. (L.)

amazonensis

PRO

JESTY
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Promastigota (PRO), Amastigota (AMA), Ergosterol (sterol), glicoinositolfosfolipideo (GIPL), lipofosfoglicanos (LPG),
inositol fosforilceramida (IPC), fosfolipideos (PL), glicoesfingolipideos (GSL).

Fonte: Modificado de [37]

Esses esfingolipideos sdo importantes para viruléncia cuja deplecéo de
gene, relacionado a enzima produtora de esfingolipideos, esta associada a
geracdo de promastigotas viaveis de L. major, porém nao virulento. A
importancia do IPC na infectividade de formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis, L. (L.) major e L. (V.) braziliensis foi demonstrada em ensaio
com aureobasidin A, inibidor da enzima que sintetiza IPC, levando a reducéo
de 95 % do numero de macréfagos infectados em cultura [37].

A composigéo dos lipideos da membrana da Leishmania é diferente da
encontrada em mamiferos. Como principais componentes da membrana,
esses lipideos podem determinar a permeabilidade, fluidez, transporte de
vesiculas, absorcdo de nutrientes por endocitose e macroautofagia [32].
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1.5 ALQUILFOSFOLIPIDEOS

Os alquilfosfolipideos (AFL) séo estruturalmente relacionados a
fosfolipideos de ocorréncia natural, entre eles a PC. Inicialmente
desenvolvidos como farmacos antitumorais, demonstraram posteriormente
atividade antiparasitaria contra patdégenos tripanosomatideos. A miltefosina
(8) foi o primeiro representante da classe com aprovacao para o tratamento
da leishmaniose. Similar mecanismo de acdo tem sido descrito para a
miltefosina sobre Leishmania sp., T. cruzi e células neoplasicas. Embora nédo
totalmente elucidados, os principais mecanismos incluem a inducdo da
apoptose e desregulacéo da sinalizacdo dependente de lipideos [28, 33, 38].

Os analogos AFL apresentam essencialmente uma longa cadeia
carbbnica que permite particionamento e acumulo na por¢do lipidica da
membrana. Desta forma, alteram a permeabilidade e fluidez, a composicéo
dos lipideos de membrana e interferem tanto no metabolismo de fosfolipideos,
incluindo a fosfatidilcolinas, quanto na transducéao de sinal e proliferacéo [33,
38]. Como exemplo temos os analogos AFL relacionados a colina, a
miltefosina, edelfosina e perifosina (Figura 10).

Figura 10 - Alquilfosfolipideos relacionados a colina
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Fonte: Préprio autor
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A miltefosina (8) tem sido associada a diferentes modificacdes em nivel
celular. Estas modificacbes incluem alteragbes no metabolismo de
fosfolipideos e na composicao da membrana com reducédo da quantidade de
PC; aumento do nivel de PE associado a apoptose; inibicdo do transporte de
colina para dentro da célula do parasito; inibicdo da citocromo ¢ oxidase e
inibicdo da sinalizacdo pela PI3K/Akt/PKB também associadas a promogéo da
apoptose [28]. Estudo realizado por Moreira e colaboradores (2014) [39]
utilizando ressonancia paramagnética de elétrons (RPE) e marcadores de
spin mostraram que a miltefosina (8) promove alteracdo direta sobre a
membrana de promastigotas de L. amazonensis, alterando a sua fluidez.

A edelfosina (15, 1-O-octadecil-2-O-metilglicerol-3-fosfocolina) é um
éter lipidico com promissora atividade imunomoduladora e anti-proliferativa. A
edelfosina induz apoptose em células tumorais envolvendo interagdo com
lipideos rafts e com a mitocondria. Alguns estudos demonstraram que a
edelfosina tem boa atividade frente a parasitos da Leishmania spp. e que seus
mecanismos moleculares sdo semelhantes aos observados sobre a célula
tumoral [40-42]. Entre os efeitos observados para edelfosina (15) estdo a
citotoxicidade sobre promastigotas e amastigotas, alteracdo mitocondrial e no
cinetoplasto [26] bem como de lipideos das rafts [42].

No T. cruzi, a miltefosina (8) e a edelfosina (15) apresentaram atividade
sobre as trés formas — epimastigota, tripomastigota e amastigota — pela
alteracéo e prejuizo na biossintese de fosfolipideos e esterdis nos parasitos.
Esses AFL apresentaram capacidade de interferir na biossintese da PC na
etapa de transmetilacdo e também inibiram a incorporacdo da L-(metil-
14C)metionina. Adicionalmente, a edelfosina (15) afetou a biossintese do
ergosterol. Esta interferéncia pode ter correlacdo com as alteracbes
observadas na analise ultraestrutural com formacao de bolhas e franzimento
da membrana. Epimastigotas tratados com esses AFL apresentaram também
inchaco no cinetoplasto e perda da organizagdao da membrana confirmada por

analise de citometria de fluxo com marcador rodamina (Rh123) [38].

A perifosina (16, fosfato de octadecil-(1,1-dimetilpiperidinio-4-il)) € um

alquilfosfocolinico analogo da miltefosina. Apresenta o heterociclico piperidina
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como grupo cabeca que aumentou sua estabilidade metabdlica. A perifosina
(16) também demonstrou perfil leishmanicida, porém menor que a edelfosina
(15) e préximo ao da miltefosina (8). Em adicdo, 16 exibiu reducédo no nivel de
ATP e também do potencial de membrana sobre cepas de L. amazonensis e
L. donovani; aumento do numero de células apoptéticas em relacdo ao
controle para L. amazonensis; e aumento da externalizagéo de fosfatidilserina

na membrana apos 48 h de incubacéao [43].

Devido a diversidade de respostas celulares desencadeadas pelos AFL
e os resultados apresentados frente a esses tiponasomatideos, analogos
lipideos fosfocolinicos podem ser relevantes na busca de novos farmacos.
Novos tratamentos para leishmaniose e DC sdo necessérios devido as
limitacbes relacionadas aos tratamentos, como a toxicidade, custo,
necessidade de acompanhamento em nivel secundario de assisténcia, baixa
efetividade dependendo da fase da doenca, entre outros. Neste contexto, o

desenvolvimento de novos farmacos é, entdo, uma necessidade emergente.

1.6 PRODUTOS NATURAIS NO DESENVOLVIMENTO DE NOVOS
FARMACOS

Ha estimativa de que aproximadamente mais da metade dos agentes
terapéuticos utilizados atualmente na clinica séo derivados de origem natural,
principalmente vegetal. As plantas constituem importante fonte de principios
ativos que podem tanto ser isolados e empregados diretamente ou mesmo
utilizados como estrutura base para obtencdo de compostos semi-sintéticos
[2]. Os lipideos fendlicos encontrados no Liquido da Casca da Castanha do
Caju (LCC) sao compostos lipofilicos com caracteristicas bioféricas que

podem ser explorados no desenvolvimento de novos analogos AFL.
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1.6.1 Lipideos fendlicos do Liguido da Casca da Castanha do Caju (LCC)

O Anacardium occidentale, Anacardiaceae, conhecido popularmente
como cajueiro, é originario da América Tropical com principal distribuicdo pelo
México, Peru e Brasil. Seu fruto, a castanha do caju, € um arquénio de casca
coriacea lisa, com mesocarpo alveolado, repleto de liquido escuro, caustico e
inflamavel denominado liquido da casca da castanha do caju (LCC). Na parte
interna da castanha localiza-se a améndoa que compde a parte comestivel,

de interesse comercial [44-46].

O cajueiro € economicamente importante no Nordeste brasileiro,
representando cerca de 99,5 % da producado brasileira. O LCC técnico —
subproduto originado no beneficiamento do caju — apresenta pequeno valor
comercial, porém alto potencial tecnologico devido a presenca de seus

constituintes fendlicos [47].

O LCC representa aproximadamente 25 % do peso da castanha e é
considerado uma das fontes mais ricas de lipideos fendlicos ndo-isoprenoides
de origem natural, entre eles as misturas de acidos anacardicos (17),
cardanois (18), cardois (19) e 2-metilcardois (20) (Figura 11). Esses
compostos fendlicos apresentam cadeia com 15 atomos de carbono, com

diferentes graus de insaturacéo [45, 48].

Os extratos do LCC podem ser classificados como natural ou técnico e
apresentam diferencas na composi¢do quimica de seus lipideos fendlicos
dependendo da técnica de extracdo utilizada (Figura 11). Quando obtido por
maceragdo a temperatura ambiente com etanol, extracdo a frio por
prensagem, extragao por solvente a quente, por soxlhet, temos o LCC natural.
Por sua vez, durante o processo de beneficiamento da castanha do caju
normalmente utiliza-se o método térmico-mecanico para extracdo da
améndoa, 0 que consiste em promover o aquecimento das castanhas in

natura a altas temperaturas, levando ao rompimento da casca externa,
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separacdo da améndoa com formacéo do LCC como subproduto. Quando
submetido a temperaturas igual ou superior a 180 °C, a mistura de acidos
anacardicos no LCC natural sofre descarboxilacdo aumentando a quantidade

da mistura de cardanois e polimeros no LCC gerando o LCC técnico [45, 47].

Figura 11 - Lipideos fendlicos encontrados no LCC

OH O OH
” n=0 .~ > TN TN TN
OH
8
n=2 /\/\/\/:\/\/\/
CisHz1n Ci1sHz1n . n
Acido Anacardico (17) Cardanol (18) n=4 7 NN T T T NN
LCC natural = 71,0 - 82,0% LCC natural = 1,6 - 9,2%
LCC técnico = 1,1 - 1,8% LCC técnico = 67,8 - 94,6% . 8 L 14
n=
OH OH
Compostos fenélicos n=0(%) n=2 (%) n=4 (%) n=6 (%)
Acido Anacardico 2,2-3,0 250-333 17,8-32,1 36,3-50,4
HO CisH3z1.n HO Cy5H31.n  Cardanol 3,9-44 21,6-32,2 15,4-18,2 45,2-59,0
dol cardol Cardol 0,2-27 8,4-152 24,2-28,9 36,5-67,2
Cardol (19) 2-Metilcardol (20) 2-Metilcardol 09-1,3 16,3-253 20,6-24,4 49,8-62,2

LCC natural = 13,8 - 20,1% LCC natural =1,7 - 3,9%

LCC técnico = 3,8-18,9% LCC técnico=1,2-4,1%

Fonte: Adaptado de [45]

Diversas atividades biologicas tém sido associadas aos constituintes
isolados do LCC ou derivados seus semi-sintéticos e.g. antioxidante,
inflamatoria [47], anticolinesterasica [49], anti T. cruzi [50, 51], antitumoral [52],
anti-antiparasitaria [52, 53], antifungica, inibidor da tirosinase, a-glicosidade,
invertase e aldose redutase, entre outras [54]. Industrialmente, estes lipideos
fendlicos tém sido amplamente utilizados em sintese orgéanica por meio da
quimica fina envolvendo a funcionalizacdo da estrutura molecular desses
compostos. A exploragdo de suas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas
peculiares permite diversidade de funcionalizagdes conferida pela
combinagcdo natural da cadeia carbbnica, com diferentes graus de
insaturacao, assim como pela reatividade do anel fendlico. Esta matéria-prima
biodegradavel e renovavel [45, 48, 53] se apresenta como estratégica no

planejamento de farmacos sustentaveis e de baixo custo [55-58].
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2 JUSTIFICATIVA

Um dos grandes obstaculos relacionado ao controle das DNTs € o
pequeno numero de opc¢les terapéuticas disponivel. Esse cenario é bem
evidente para doenca de Chagas que — apds mais de 50 anos da introducéo
do primeiro medicamento — conta com apenas duas opcdes terapéuticas
consideradas eficazes: o0 BZN (1) e o NFX (2). Esses farmacos ainda
apresentam limitacdo quanto as suas eficacias na fase cronica da doenca [3,
6, 9, 10]. Para Leishmaniose ha um numero maior de farmacos disponiveis.
Dentro dos farmacos indicados pela OMS temos o0s antimoniais
pentavalentes, as anfotericinas B e sua forma lipossomal, a miltefosina, a
paramomicina e a pentamidina. Esses farmacos também apresentam diversas
as limitacfes, sendo que a miltefosina é o Unico disponivel por via oral [23,
24].

O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento e controle
dessas doencas torna-se essencial e esta dentro de um dos objetivos da
OMS, envolvendo a busca por tratamentos eficazes, com bom nivel de
seguranca, baixa toxicidade, baixo custo e com melhores esquemas de
tratamento e administracdo e baixo custo. Grupos de pesquisa tém envidado
esforcos nesse sentido. A atividade antitripanosomatidea tem sido descrita na
literatura para diversos analogos alquilfosfocolinicos, entre eles alguns
antitumorais desenvolvidos inicialmente para o tratamento do cancer,
podendo destacar a miltefosina (8) que atualmente é reconhecida para o
tratamento da leishmaniose [23, 64]. O reconhecimento da miltefosina como
opcao terapéutica eficaz para leishmaniose e resultado da avaliacdo da
miltefosina e outros alquilfosfolipideos em T. cruzi sugere que analogos
fosfolipideos podem ser um caminho interessante para o desenvolvimento de
novos farmacos.

A miltefosina (8) apresenta-se como interessante prototipo por
apresentar biodisponibilidade oral e menor toxicidade quando comparada aos
outros tratamentos. Novos AFL tém sido sintetizados visando a obtencéo de

compostos com atividade superior e que apresentem bom perfil de seguranca.
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Com relacéo a estrutura quimica, a miltefosina € uma molécula anfifilica
zwitteridbnica que apresenta 0 grupo amino quaternario e o grupo fosfato
negativamente carregado (pka ~ 2,0), separados por dois metilenos, formando
a PC. Apresenta também cadeia alquilica com 16 carbonos, mimetizando éter
lipidicos como a PC (Figuras 7 e 10). Estudos recentes tém demonstrado que
alteracdes na cadeia carbdnica podem melhorar a poténcia e minimizar efeitos

adversos [40].

Os lipideos fendlicos do LCC constituem sistema bioforico natural,
permitindo por meio de modificacdes moleculares explorar as caracteristicas
eletrbnicas e lipofilicas desses lipideos. Dessa forma, analogos da miltefosina
a partir de lipideos fendlicos do LCC foram propostos (Figura 12). Dois
planejamentos foram racionalizados. O primeiro visou explorar a contribuicéo
da cadeia lipofilica saturada com 15 atomos de carbono, e a presenca do
grupo fosfocolina substituido na hidroxila fendlica, enquanto avalia a influéncia
do anel aromatico e seus padrbes de substituicdo, especifico em cada lipideo
fenolico do LCC, sobre a atividade.

O segundo planejamento incluiu a clivagem oxidativa da cadeia
carbdnica com reducdo da cadeia para 8 atomos de carbono e condensacao
do &lcool priméario com o grupo fosfocolina, explorando a influéncia do anel

aromatico e seus padrdes de substituicdo na subunidade lipofilica.
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1 Figura 12 - Planejamento estrutural
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4
5 O planejamento de analogos da miltefosina a partir lipideos fendlicos
6 constitui uma estratégia para a obtencdo de novas entidades quimicas
7 utilizando de nossa biodiversidade de forma sustentavel. Constitui uma
8 perspectiva de pesquisa relevante gerando agregacéao de valor e obtencao de
9 compostos a pre¢cos mais acessiveis, objetivando a busca por novos farmacos

10 para leishmaniose e DC.

11
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar novos analogos de lipideos fosfocolinicos a partir do cardanol
e do acido anacardido e avaliar a atividade antiparasitaria frente a cepas de

Trypanosoma cruzi e Leishmania amazonensis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar os analogos estruturais da miltefosina a partir de lipideos
fendlicos extraidos do LCC técnico ou LCC natural.

e Ratificar a formacdo dos intermediarios sintéticos e derivados alvo por
meio de métodos espectrofotométricos.

e Avaliar o efeito dos compostos sobre a proliferacdo e viabilidade celular de
Trypanosoma cruzi, nas formas epimastigota, tripomastigota e amastigota;
e da Leishmania amazonensis nas formas promastigota e amastigota.

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos de melhor perfil em células de
linhagem LLC-MKZ2, linhagem HEPG2 e macrofagos de murinos J774.A1.

e Avaliar os efeitos ultraestruturais e morfoldégicos dos compostos por
Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET) e Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) em formas epimastigota de T. cruzi.

e Analisar o efeito dos compostos-alvos sobre a membrana de Leishmania
amazonensis por Ressonancia Paramagnética de Elétrons (RPE).

e Avaliar a atividade hemolitica dos derivados alvo.

e Analisar o efeito dos compostos-alvos sobre a membrana de eritrocitos por
Ressonancia Paramagnética de Elétrons (RPE).

e Estabelecer a possivel relacdo estrutura-atividade para os derivados alvo.
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CAPITULO 4
Derivados fosfocolinicos planejados
a partir do Acido Anacardico e
Cardanol
Resultado e Discussao
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4 RESULTADO E DISCUSSAO - DERIVADOS FOSFOCOLINICOS
PLANEJADOS A PARTIR DO LCC

4.1 RESULTADOS DA SINTESE E CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS
INTERMEDIARIOS E FINAIS

O planejamento racional foi baseado na estrutura do AFL miltefosina
(8), explorando a contribuicéo lipofilica dos lipideos fendlicos derivados do
LCC (Figuras 11 e 12). Os lipideos fendlicos do LCC apresentam a cadeia
lateral lipofilica pentadecil alquil que pode ser saturada, mono-olefinica, di-
olefinica ou tri-olefinica (Figura 11) [45-47]. Devido a caracteristica bioférica
dessas moléculas, foi possivel explorar diversas modificacdes moleculares no
acido anacérdico e cardanol. O planejamento sintético permitiu a obtencéo
de 5 novos derivados lipideos fosfocolinicos: LDT301 (21), LDT302 (22),
LDT303 (23), LDT304 (24) e LDT305 (25) e intermediarios sintéticos a partir
do acido anacardico e do cardanol. As metodologias empregadas
compreenderam procedimentos de hidrogenacéo catalitica com Pd/C, O-
acetilacao, orto-formilacdo, O-alquilacdo, ozondlize, oxidacéo, fosforilacédo e
hidrélise. Os compostos foram caracterizados por métodos espectroscépicos
de andlise por meio de RMN de *H, RMN de *3C e RMN de 3!P, espectrometria

de massas e/ou por dados de fator de retencao (Rf) e ponto de fuséo (p.f.).
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Figura 13 - Estrutura de Markush para analise de RMN
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Com o objetivo explorar a contribuicéo lipidica da cadeia dos derivados
do LCC, a cadeia de 15 carbonos foi considerada na sua forma saturada,
obtida por hidrogenacédo catalitica da mistura de acidos anacéardicos ou do
cardanol saturado comercial. Por meio da clivagem oxidativa da cadeia lateral,
reduzindo o tamanho para 8 carbonos, o objetivo foi explorar a reducao da
cadeia e contribuicdo aromatica na posicdo terminal da cadeia sobre a
atividade dos compostos. Em todos os analogos foi mantida como
contribuicdo da cabeca polar a fosfocolina, semelhante a miltefosina (8),
conferindo caracteristica anfifilica, conforme planejamento estrutural
apresentado na Figura 12. A presenca do anel aroméatico substituido traz uma
nova proposta dentro dos lipideos fosfocolinicos, com contribuicao de regido
plana e possiveis efeitos eletronicos e estéricos dos grupos substituidos no
anel. Dessa forma, por analogia estrutural, pode-se comparar a influéncia dos
substituintes em R1 e Rz para os derivados em que a fosfocolina foi substituida
na hidroxila fendlica, e a influéncia do anel e dos substituintes R1 e Rz na
extremidade da cadeia lipofilica. Assim como comparar o tamanho da cadeia,
da contribuigcéo lipofilica e da posicdo do anel aromético na atividade dos
compostos. Os resultados da sintese desse planejamento sado apresentados

a sequir.
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4.1.1 Purificacédo do cardanol saturado (26, LDT10)

O cardanol saturado (LDT10, 26), obtido da Sigma-Aldrich® com pureza
90 %, foi recristalizado em hexano e caracterizado por Rf 0,35 (Hex:DCM 1:1).
A estrutura foi confirmada a partir da analise dos espectros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono-13 (RMN de 13C).
Desta forma, os assinalamentos referentes ao nucleo aromatico foram
identificados na faixa de 6,67 ppm a 7,16 ppm em RMN de 'H (Anexo 1 e 2,
pag 153 e 154) e confirmados pelos sinais entre 112,7 ppm e 155,6 ppm em
RMN de 13C (Anexo 3, pag 155). Os assinalamentos referentes a cadeia
lateral pentadecilica foram identificados como tripletos ou multipletos na faixa
de 0,92 ppm a 2,58 ppm em em RMN de H, corroborados pelos sinais entre
14,3 ppm e 36,1 ppm em RMN de 3C. Os deslocamentos quimicos nos

espectros de RMN de 'H e de 13C estdo apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Caracterizacéo do derivado LDT10 (26) por RMN de 'H e de 13C.

OH

155,6

6,69
115,6
7,16
129,6

6,67
112,7 |
2,58 1,61

1,29-1,33 | 0,92

1452
6,79 36,0 31,5 | 29,6-29,9 322 229 143
121,2

aDados dos deslocamentos quimicos em ppm

Finalizando a anélise para o derivado LDT10 (26), o espectro de
massas revelou produto relativo a massa ionizada (M'H)- de 303,55 g/mol
(Anexo 4, pag 156).
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4.1.2 Obtencao do acido anacardico saturado (27, LDT11)

A mistura de acidos anacardicos (LDT11i, 17) foi obtida em rendimento
de 70 % a partir do LCC natural por meio da complexacdo com hidroxido de
calcio seguida de tratamento com HCI 6N conforme procedimento descrito por
Cardoso (2017) [59]. O acido anacardico foi seletivamente isolado da mistura
do LCC in natura por meio da precipitagdo com hidroxido de calcio, na forma
de anacardato de célcio. Permitindo apés liberagdo do complexo, extracéo e
purificacdo, a obtencdo da mistura de A&cidos anacardicos em bom
rendimento. A mistura LDT11i (17) ndo foi caracterizada por métodos
espectroscopicos e apresentou CCD com Rf caracteristico do padréo

presente no laboratério em 0,35 (Hex:AcOEt; 8:2).

Para obtencdo do acido anacardico saturado (LDT11, 27) a mistura
LDT11i (17) foi submetida a reacdo de hidrogenacao catalitica com Pd/C a 10
% em etanol, conforme descrito por Alves (2015) [60]. Apés purificacdo por
recristalizacdo em hexano, o derivado LDT11 (27) foi obtido como um sélido
branco, floculoso, ponto de fusdo 81-84 °C, rendimento de 70 %, e Rf 0,48
(Hex:AcOEt; 8:2). O LDT11 (27) foi identificado por sinais caracteristicos
evidenciados pelos deslocamentos quimicos referente ao grupo metila da
cadeia 0,89 ppm RMN de 'H (Anexo 5 e 6, pag. 157 e 158) e 14,3 ppm em
RMN de 3C (Anexo 7, p4g.159). A cadeia saturada foi caracterizada por sinais
entre 1,26 ppm a 3,00 ppm em RMN de *H e 22,9 ppm a 36,7 ppm em RMN
de 13C. Por sua vez, o grupo carboxila foi caracterizado pela presenca do
carbono quartenario em 176,5 ppm em RMN de 3C (Figura 15).
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Figura 15 - Caracterizacéo do derivado LDT11 (27) por RMN de *H e de *C

176,5 OH
3,00 1,60 | , | 0,89

148,1
6,89 36,7 32,2 |
123,0

29,6-30,0 321 229 143

aDados dos deslocamentos quimicos em ppm

4.1.3 Reacao de orto-formilacédo e oxidacédo do aldeido (29, LDT77) para

obtencdo do acido isoanacardico (28, LDT380)

A reacado de orto-formilagdo do LDT10 (26) foi realizada conforme
procedimento descrito por Oliveira (2016) [61] (Figura 16) como intermediério
na obtencdo do acido isoanacardico (28, LDT 380) — regioisébmero do acido
anacéardico (27, LDT11).

A reacao de orto-formilacdo levou a obtencdo do aldeido LDT77 (29)
como solido branco, ponto de fusdo 48-50 °C, Rf 0,73 (Hex:DCM), em
rendimento de 84 %. Conforme descrito por Oliveira (2016) [61], houve a
formacdo de Unico produto favorecido na posicdo orto menos impedida
(posicéo 6), de forma regioespecifica, confirmada pelo padrdo de substituicdo
no espectro de RMN de *H como multipleto (H2), duplo-dupleto (H4) e dupleto
(H5). Adicionalmente, a presenca de sinal em 11,05 ppm no RMN de H
(Anexo 8, pag 160), referente a ligacédo intramolecular entre o hidrogénio da
hidroxila fenélica e a carbonila do aldeido, corrobora o padrdo da orto-

formilacédo (Figura 16).
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Figura 16 - Caracterizacdo do nucleo aromatico do derivado LDT77 (29) por
RMN de tH?2
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2Dados dos deslocamentos quimicos em ppm

A presenca do grupo formila foi confirmada pelos sinais em RMN de H
em 9,83 ppm (Anexo 8 e 9 pags 160 e 161) e 196,0 ppm em RMN de 13C
(Anexo 10, pag 162).

Para obtencdo do acido isoanacardico (28, LDT380), lipidio fendlico
que ndo € encontrado naturalmente no LCC, o derivado LDT77 (29) foi
submetido a reacdo de oxidacao com solugdo de clorito de sddio, conforme
procedimento descrito por Queiroz (2015) [62] (Figura 17), fornecendo o
derivado LDT380 (28), como sélido branco, ponto de fusdo 91,9-93,9 °C,
rendimento de 89 % e Rf 0,67 (Hex:AcOEt). A presenca do grupo carboxila foi
confirmada pelo simpleto largo em 11,78 ppm, referente ao hidrogénio da
carboxila, e deslocamento em 174,9 ppm referente a carbonila nos espectros
de RMN de 'H e RMN de 13C, respectivamente (Anexo 11 e 12, pag 163 e
164; Anexo 13, pag 165).

A Figura 17 apresenta a rota sintética para obtencdo do &acido
isoanacardico (28, LDT380) a partir do cardanol (26, LDT10) via o aldeido
LDT77 (29)
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Figura 17 - Derivados sintetizados a partir do cardanol saturado (LDT10, 26)

OH o} OH 0O OH
| |
) H (i) HO
CisH3 CisHa1 CisH31
LDT10 (26) LDT77 (29) LDT380 (28)

(i) MgBr2, TEA, HO(CH:20)nH, THF, 80 °C, 8 h, 84 %; (ii) NaClO2/H20, NaH2PO4/H»0, DMSO,
DCM, t.a., 16 h, 89%.

4.1.4 Derivados ésteres metilicos dos acidos anacardico (26, LDT11) e

isoanacérdico saturados (28, LDT380)

Para obtencdo da metilacdo seletiva dos grupos acidos na presenca do
fenol, os derivados LDT11 (27) e LDT380 (28) foram submetidos a reacao de
esterificacdo de Fisher em metanol, sob catalise com acido sulfarico, em
refluxo conforme procedimento descrito por Queiroz (2015) [62] levando aos
ésteres LDT29 (30) e LDT381 (31), respectivamente.

A reacao forneceu derivado LDT29 (30), monometilado em rendimento
de 80 %, como sdlido branco, ponto de fusdo 37-40 °C, Rf 0,6 (Hex:AcOEt;
8:2). A esterificacdo de Fisher foi escolhida por favorecer a formacao do éster
benzilico e preservar a hidroxila fendlica, para posterior substituicdo com a
fosfocolina, conforme planejamento estrutural (Figura 12).

O éster LDT29 (30) foi caracterizado pela presenca do sinal
caracteristico da metoxila como simpleto em 3,97 ppm em RMN de 'H (Anexo
14, pag.166) e deslocamento quimico em 52,3 ppm em RMN de 13C (Anexo
15, pag.167). A hidroxila fendlica, em ligacédo de hidrogénio intramolecular, foi
observada pela presenca de simpleto em 11,09 ppm em RMN de 'H. No

espectro de massas de alta resolucdo foi obtida a massa do intermediario
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LDT29 (30) como produto relativo a massa ionizada (M'H)" de 361,49 g/mol
(Anexo 16, P4g. 168).

Por sua vez, o isoanacardato de metila LDT381 (31) foi obtido em
rendimentos de 90 %, como solido branco, ponto de fusdo 40,5-42,6 °C, Rf
0,57 (Hex:DCM). A presenca do grupo metoxila foi confirmada pelo simpleto
em 3,94 ppm e pelo deslocamento em 52,3 ppm nos respectivos espectros de
RMN de 'H e RMN de 3C (Anexo 17, 18 e 19, P4g 169, 170 e 171). No
espectro de massas foi obtida a massa do LDT381 (31) como produto relativo
a massa ionizada (M'H)  de 361,50 g/mol (Anexo 20, pag 172).

A Figura 18 apresenta a rota sintética para obtencdo dos ésteres
metilicos do &cidos anacardico (27, LDT11) e isoanacardico (28, LDT380).

Figura 18 - Rota sintética para obtencéo dos derivados LDT29 (30) e LDT381
(31)

HO HO HO
Z W Z W Z w
0] (i)
Cis5H31n CisHa1 CisH3p
LDT11i (17) Z=HeW=COOH LDT11(27) Z=He W = COOH LDT29 (30) Z=He W = COOCH,
LDT380 (28) Z=COOH e W =H (iii) LDT381(31) Z=COOCH;e W =H

(i) Hz (60 psi), Pd/C, EtOH, t.a. 6 h; LDT11 (27) 70%. (i) MeOH, H2SOx; 70 °C, 18h, LDT29
(30) 80 %; LDT381 (31) 90%.

4.1.5 Derivados alcoois obtidos a partir da mistura de cardanois e acidos

anacardicos insaturados

A mistura de cardanois (LDT10i, 18) destilada obtida na forma de LCC
técnico, fornecida pela empresa Resibras, foi purificada em coluna de gel de
silica eluida com mistura de hexanos e acetato de etila com rendimento de 80

% em relacdo a massa utilizada. A mistura foi comparada com padrédo
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presente no laboratorio, apresentando Rf 0,35 (Hex:DCM; 1:1) néao tendo sido
caracterizada por espectroscopia. O LCC técnico foi utilizado para obtencéo
da mistura de cardanol por apresentar maior concentracdo desses lipideos
fendlicos, em virtude do processo de descarboxilagdo do acido anacardico
que ocorre em altas temperaturas durante o processo de extracdo das

améndoas [44, 45].

A mistura de acidos anacardicos foi obtida a partir do LCC in natura
extraido a partir do mesocarpo esponjoso das cascas das castanhas de caju
com etanol a 95 %, em aparelho de Sohxlet. A extracdo por Sohxlet € uma
técnica reconhecida na literatura para extracdo do LCC e que tem como
vantagem bom rendimento e reducdo da quantidade de solvente necessaria
para extracao [45, 65]. Por sua vez, a mistura de acidos anacardicos (LDT11i,

17) foi obtida como descrita anteriormente (4.1.2).

A partir das mistura de cardanois (LDT10i, 18) e de acidos anacardicos
(LDT11i, 17) foram realizadas reacdes de O-metilacdo com iodeto de metila,
fornecendo as respectivas misturas metiladas LDT27i (32) e LDT28i (33)
(Figura 19) em respectivos rendimentos de 80 % e 90 % obtidas como 6leos
marrons e Rfs 0,6 em (Hex:DCM) e 0,36 (Hex:AcOEt; 95 %:5 %). Os esteres
e éteres apresentam LogP maior do que acidos e fendis que os originaram. A
esterificacdo do acido carboxilico e eterificacdo da hidroxila fendlica visou a
manutenc¢ao da contribuicao lipofilica conforme o planejamento dos derivados.
De posse das misturas metiladas foram realizadas clivagens oxidativas das
insaturacdes nas cadeias laterais por meio da reacdo de ozondlize e posterior
tratamento redutivo com boridreto de sodio, conforme descrito por Lemes
(2013) [63], fornecendo os derivados alcoois LDT72 (34) e LDT74 (35),

respectivamente, com a cadeia lateral de 8 metilenos (Figura 19).
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Figura 19 - Rota sintética para obtencédo dos derivados &lcoois LDT72 (34) e
LDT74 (35)

OH ~o o
w w W
—_— —_—
CisH31n CisH31n 7 OH
n=2,4e6 n=2,4e6
LDT10i (18) W = H LDT27i (32) W=H LDT72 (34) W =H
LDT11i (17) W = COOH LDT28i (33) W = COOCH, LDT74 (35) W = COOCHj

(i) CHsl, K2COs, (CH3)2CO, 70 °C, 20 h; LDT27i (32) 80 %:; LDT28i (33) 90 % (ii) 1. Os/Os,
DCM:MeOH, - 70 °C, 60 min 2. NaBHa, MeOH:EtOH, - 70 °C; t.a. 18 h; LDT72 (34) 85 %;
LDT74 (35) 80%.

O derivado LDT72 (34) foi obtido em sua forma pura como 6leo incolor,
Rf 0,4 (DCM). A formacédo do derivado LDT72 (34) foi caracterizada pela
auséncia de assinalamentos relacionados a regido dos hidrogénios olefinicos
bem como pela presenca de tripleto em 3,64 ppm em RMN de H (Anexo 21,
Pag. 173), referente ao grupo metileno ligado a hidroxila (8"), confirmado pelo
sinal de 63,2 ppm em RMN de 3C (Anexo 22, Pag. 174). Adicionalmente, os
assinanamentos simpleto em 3,81 ppm em RMN de 'H e 52,3 ppm em RMN
de 13C confirmam a presenca do grupo metoxila. No espectro de massas de
alta resolucao foi obtida a massa do derivado LDT72 (34) como sal de sédio
e pico a 259,04 g/mol, bem como produto relativo a massa ionizada (M*H)* de
236,98 g/mol (Anexo 23, Pag. 175).

Por sua vez, o hidroxiéster LDT74 (35) foi caracterizado pela presenca
de tripleto em 3,61 ppm em RMN de 'H (Anexo 24, Pag. 176), referente ao
grupo metileno ligado a hidroxila (H8"), confirmado pelo sinal em 63,1 ppm em
RMN de 13C (Anexo 25, Pag. 177). As presencas das metoxilas fenélica — 3,80
ppm e 52,3 ppm e do grupo éster — 3,90 ppm e 56,2 ppm — em seus
respectivos especfros de RMN de 'H e de *C confirmam as reacdes de
metilacédo. Adicionalmente, o sinal 169,2 ppm em RMN de 3C corresponde a
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carbonila do grupo carbometoxila. O espectro de massas de alta resolucéo
registrou a massa do intermediario LDT74 (35) como sal de sédio e pico a
317,18 g/mol, bem como produto relativo a massa ionizada (M*H)* de 294,83
g/mol (Anexo 26, Pag. 178).

4.1.6 Obtencéo dos derivados lipideos fosfocolinicos

Os analogos de lipideos fosfocolinicos foram sintetizados por
fosforilacdo dos intermediarios lipideos alcoois (LDT72, 34; LDT74, 35), ou
dos intermediarios lipideos fendlicos de cadeia saturada com 15 &tomos
(LDT10, 26; LDT29, 30; LDT381, 31) conforme procedimento sintético descrito
por Calogeropoulou (2008), fornecendo os derivados LDT301 (21), LDT302
(22), LDT303 (23), LDT304 (24) e LDT305 (25). A sintese compreendeu duas
etapas, sendo que inicialmente os respectivos alcoois ou fendis foram
fosforilados utilizando cloreto de fosforila (POCI3) e trietilamina em THF. Esta
etapa foi realizada de forma lenta, adicionando-se gota a gota a solucéo
contendo o alcool ou fenol, visando minimizar o risco de formacédo de
subprodutos. Apés hidrélise, extracao e tratamento com piridina obteve-se o
sal piridinio, que foi submetido a reacédo com tosilato de colina na presenca
do agente de condensacdo MSNT, comumente utilizado como um agente de
condensacdao para sintese de oligonucleotideos, para catalisar a formacédo da
fosfocolina. Os derivados fosfocolinicos em rendimentos que variaram de 28
% a 57 %, como solidos ou liquidos viscosos, Rf 0,25 a 0,60 (MeOH),
conforme apresentados na Tabela 1.



1
2

O 00 N o U

10

11

12
13

14

67

Tabela 1 - Massa molar, rendimento, estado fisico e Rf dos derivados

fosfocolinicos

Derivado | MM (gmol?) R (%) Estado fisico Rf (MeOH)
LDT301 469,65 52 Sélido 0,60
LDT302 527,68 28 Sélido 0,45
LDT303 527,68 48 Sélido 0,45
LDT304 401,48 67 Liquido viscoso 0,30
LDT305 459,52 47 Liquido viscoso 0,25

MM = Massa Molar. R = Rendimento. Rf = Fator de Retencéo

Os derivados

lipidicos fosfocolinicos foram caracterizados por

espectrometria de RMN de *H, RMN de *H, RMN de 3!P ratificando a presenca
do grupo fosfocolina, conforme apresentado na Tabela 2. No espectro de

massas de alta resolucéo foi obtida a massa dos derivados como sal de sédio,

bem como produto relativo a massa ionizada (M*H)*, confirmando a formacéo
dos produtos (Anexo 27 a 49, Pag. 179 a 201)

Tabela 2 - Caracterizacdo por espectroscopia RMN de *H, RMN de *H, RMN
de 3P e MS (ESI)

LDT301 LDT302 LDT303 LDT304 LDT305
RMN!H a 6,93 4,25 4,50 4,25 4,26
RMN 13C a 67,3 67,4 67,5 66,9 66,9
RMN *H b 3,64 3,54-3,57 3,74 3,63 3,63
RMN 3C b 60,9 60,9 61,1 60,2 60,2
RMN *H ¢ 3,19 3,09 3,26 3.22 3.32
RMN 13C ¢ 54,6 54,6 54,6 54,7 54,7
RMN 3P -5,64 -6.42 -6.02 -0,04 - 0,06

470,40 402,24 460.24

MS (ESI) [M*H]", 550,24 550,32 [MH]", [MTH],
m/z 492,25 [M*Na]* [M*Na]*. 424,22 482,22

[M*Na]* [M*Na]* [M*Na]*

*Resultados de RMN sé&o apresentados em ppm



[EY

O 00 N o Uu b~ W N

[ )
N =B O

[ERY
w

14

15
16
17
18
19
20

21

22

23

24

25

26

27

68

Avaliacao tripanocida frente ao Trypanosoma

cruzi
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5 RESULTADO E DISCUSSAO - ATIVIDADE BIOLOGICA IN VITRO DOS
ANALOGOS FOSFOLIPIDEOS

5.1 TRIAGEM DOS ANALOGOS DE LIPIDEOS FOSFOCOLINICOS EM
EPIMASTIGOTAS DE T. CRUZI

Para avaliar a atividade dos analogos fosfolipideos em epimastigotas
de T. cruzi, os compostos LDT301 (21), LDT302 (22), LDT303 (23), LDT304
(24) e LDT305 (25) foram inicialmente submetidos a triagem nas
concentracoes iniciais de 5,0 uM e 20,0 uM utilizando o ensaio de viabilidade
celular MTS/PMS. Como pode ser observado na Figura 20, apenas o
composto LDT304 (24) reduziu significativamente a viabilidade celular de
epimastigotas na concentracado de 5,0 uM. Com o0 aumento da concentracéo
a 20,0 pM, os compostos LDT301 (21), LDT304 (24) e LDT305 (25)
apresentaram reducdo significativa da viabilidade celular.

Figura 20 - Viabilidade celular de epimastigotas tratados com 5,0 uM e 20,0
UM dos analogos lipideos fosfocolinicos
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Viabilidade de epimastigotas tratados com 5,0 uM e 20,0 uM de andalogos de fosfolipideos. A viabilidade
dos parasitos nas culturas foi avaliada 72 h ap6s o tratamento, utilizando o ensaio de viabilidade celular
MTS/PMS, quantificando por espectrofotometria (490 nm). Os valores representam médias + desvio
padrao (barras) de experimentos em triplicata.
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52 EFEITOS DOS ANALOGOS FOSFOLIPIDEOS SOBRE A
PROLIFERACAO DE EPIMASTIGOTAS DE T. CRUZI

Os compostos que apresentaram inibicdo maior que 50 % na triagem
de viabilidade celular, LDT301 (21), LDT304 (24) e LDT305 (25), foram
avaliados frente ao efeito antiproliferativo sobre epimastigotas de T. cruzi em
24 h, 48 h e 72 h de tratamento, conforme observado nas curvas dose x
resposta apresentadas na Figura 21

Figura 21 - Curva dose-resposta do efeito dos analogos lipideos

fosfocolinicos sobre a proliferacdo de epimastigotas de T. cruzi
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Os valores representam médias = desvio padrdo (barras) de experimentos em triplicata. A medidas
foram realizadas em 24 h, 48 h e 72 h, em cinco concentragées diferentes. A densidade de células foi
mensurada utilizando citdmetro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus — contagem limite de 10000 eventos por
segundo.

A partir das curvas obtidas foram calculados os valores de ICso para 0s
derivados LDT301 (21), LDT304 (24) e LDT305 (25) considerando a

proliferacdo de epimastigotas em 24 h, 48 h e 72 h de tratamento. Os

resultados estéo apresentados na Tabela 3. Conforme pode ser observado na
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Figura 21 e Tabela 3, os compostos foram efetivos reduzindo a proliferagao
de epimastigotas de T. cruzi, tendo demonstrado respostas dose e tempo

dependentes em relacdo aos compostos utilizados.

Tabela 3 — Concentragdo iniboria (ICso) de epimastigotas apos tratamento

com analogos de fosfolipideos por 24, 48 e 72 h.

Composto ICso (24h) ICs0 (48h) ICs0 (72h)
LDT304 (TC387) 3,30 pM 1,30 pM 0,61pM
LDT301 (TC386) 3,85 uM 2,89 uM 2,75 uM
LDT305 (TC388) 4,95 uM 4,72 uM 3,30 M

Os dados foram obtidos a partir da quantificagdo celular por citometria de fluxo e contagem em Camara
de Neubauer, plotagem em gréaficos e andlise através do programa GraphPad Prism 7.

O composto LDT304 (24) apresentou maior inibicdo nos tempos
estudados com Concentracao inibitéria em 50% (ICso) de 3,30 uM (24 h), 1,30
UM (48 h) e 0,61 pM (72 h), respectivamente. O segundo composto mais
potente foi 0 LDT301 (21), com ICso0 de 3,85 uM (24 h), 2,89 uM (48 h), e 2,75
MM (72 h), seguido do LDT305 (25) com ICso 4,95 uM (24 h), 4,72 uM (48 h)

e 3,30 uM (72 h), ap6s as h de tratamento determinadas.

A atividade antiproliferativa desses lipideos fosfocolinicos foi superior a
descrita para miltefosina (8) no estudo de Santa-Rita et al (2000) [66] frente a
epimastigotas que apresentou para miltefosina (8) ICso de 17,4 uM (24 h), 9,2
UM (48 h), e 8,0 uM (72 h). O analogo estrutural da miltefosina (8), TCAN26
(36) — que consiste em um cicloalquilfosfolipideo contendo o anel cicloalcano
adamantila (Figura 22) — na subunidade lipidica, foi descrito com atividade
promissora frente a epimastigotas de T. cruzi, apresentando ICso de 2,0 uM e
1,53 uM em 24 e 72 h de tratamento, respectivamente. Observa-se que o
composto LDT304 (24) apresentou atividade 2,5 vezes maior que o TCAN26
em 72 h (36).
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Figura 22 - Estrutura do analogo fosfolipideos da miltefosina,
cicloalquilfosfolipideo TCAN26 (36).
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5.3 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA DE
TRIPOMASTIGOTAS DE T. CRUZ|

Tem sido demonstrado que AFL s&do capazes de acumular na
membrana das células, interferir na transducao de sinalizacdo celular baseada
em lipideos e também na biossintese de fosfolipideos [67]. Esses
mecanismos corroboram para alteracdo da permeabilidade da membrana e
também para a morte celular. O efeito dos lipideos fosfocolinicos LDT304 (24)
e LDT305 (25) foi avaliado sobre a membrana de células tripomastigotas
marcadas com iodeto de propideos (Pl) por meio de citometria de fluxo. As
tripomastigotas foram tratadas com os analogos fosfolipideos por 24 h com
aumento da concentracdo de 1,0 uM a 10,0 puM, incubadas com PI e
posteriormente analisadas por citometria de fluxo. O Pl € um pequeno
marcador fluorescente que tem a capacidade de se ligar ao DNA, mas que
nao penetra passivamente em células com a membrana intacta. A captacédo e
exclusdo de PI é entdo utilizada para discriminar células mortas, nas quais a
membrana se torna permeavel, de células vivas intactas [68].

Como pode ser observado na Figura 23, os compostos LDT304 (24) e
LDT305 (25) levaram a perda da integridade de membrana com resposta
concentracdo dependente. O tratamento com com o0s analogos lipideos

fosfocolinicos induziu a permeabilizacdo da membrana plasmatica do parasito
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e consequente perda de viabilidade celular, apresentando os valores de ICso
de 4,2 uM e 6,7 UM, respectivamente.

Figura 23 - Avaliagdo de integridade da membrana plasmatica de
tripomastigotas de T. cruzi
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Andlise por citometria de fluxo da integridade da membrana plasmatica em tripomastigotas de T. cruzi
por meio da marcacdo com iodeto de propidio (PI). Como controle positivo, os tripomastigotas foram
incubados com 0,1% de saponina (dado suprimido). Os graficos apresentam a média de quatro
experimentos independentes e 0 CLso foi obtido via porcentagem de viabilidade em cada concentragdo
comparada ao controle ndo tratado.

5.4 AVALIACAO DE ATIVIDADES DE COMPOSTOS ANALOGOS LIPIDEOS
FOSFOCOLINICOS EM AMASTIGOTAS DE T. CRUZI

Considerando o0s resultados obtidos para epimastigotas e
tripomastigotas, os compostos LDT304 (24) e LDT305 (25) foram testados
frente a amastigotas intracelulares com o objetivo de verificar a atuagéo dos
compostos nesse estagio de desenvolvimento intracelular. Células HFF-1 com
amastigotas intracelulares foram tratadas por 24, 48 e 72 h com concentragéo
entre 0,05 uM e 1,5 uM. A Figura 24 apresenta a curva concentracao reposta
para 0os compostos podendo-se observar diminuicdo na proliferacdo de
amastigotas com resposta concentracdo dependente. Apos 72 h de
tratamento o LDT304 (24) apresentou ICso de 0,67 UM, proximo aos valores
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observados para forma epimastigota que foi ICso de 0,61 pM. Ja o composto
LDT305 (25) apresentou efeito superior sobre as formas de amastigotas
intracelulares com ICsode 0,16 pM, valor 20 vezes menor do que o observado
para epimastigotas que foi de 3,3 uM, tendo sido mais efetivo na forma
intracelular que estd associada as manifestacdes clinicas da doenca.
Comparando ao resultado obtido por Santa-Rita et al (2000) [66] do efeito da
miltefosina (8) sobre amastigotas intracelulares, o valor de ICso foi de 4,2 uM
em 72 h de tratamento, também exibindo efeito maior sobre a forma
amastigota do que a epimastigota (ICso 8,0 uM). Considerando os resultados
obtidos por Santa-Rita et al (2000) [66], os anéalogos lipideos fosfocolinicos
LDT304 (24) e LDT305 (25) apresentaram atividade superior a da miltefosina

(8).

Figura 24 - Avaliacdo da proliferacdo de amastigotas intracelulares
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Proliferacdo de amastigotas intracelulares em HFF-1 tratados com analogos lipideos fosfocolinicos.
Valores representam média + DP de 3 experimentos em duplicata. P <0,05.
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5.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS ANALOGOS FOSFOLIPIDEOS
EM CELULAS LLC-MK:>

Avaliacao dos analogos fosfolipideos em células LLC-MKz, oriundas de
rim de macaco-Rhesus (Macaca mulatta), foi realizada considerando que
essas células sdo hospedeiras e utilizadas para cultivo de tripomastigotas e
obtencdo de amastigotas intracelulares com o objetivo de verificar possivel
toxicidade celular. Foi realizado o ensaio de viabilidade celular MTS/PMS em
células LLC-MK2 néo infectadas, avaliando o resultado ap6s 72 h de
tratamento. As concentragbes foram definidas com base no teste de
viabilidade e proliferacdo celular em epimastigotas como forma de
comparacao. As curvas com os resultados obtidos estdo expressas na Figura
25.

Figura 25 - Citotoxicidade dos compostos LDT301 (21), LDT304 (24) e
LDT305 (25) em células LLC-MK2 ap6s 72 h de tratamento.
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Para a analise, utilizou-se o leitor de microplacas Spectra Max Molecular Devices M2, com comprimento
de onda de 490nm. As concentracBes foram definidas com base no teste de viabilidade e proliferagédo
celular em epimastigotas como forma de comparacéo.

A partir dos resultados obtidos pode-se inferir que 0s compostos nao
apresentam citotoxicidade nas concentragfes testadas, apdés 72 h de

tratamento, frente as células LLC-MK2. Com base nos resultados nao foi
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possivel calcular a concentracao citotdxica em 50% (CCso), ja que dentro das
faixas de concentracdo definidas ndo houve reducéo de 50 % da viabilidade
em nenhum dos pontos, porém pode-se relacionar que nas concentracoes
gue 0s compostos exercem citotoxidade/inibicdo da proliferacédo sobre formas
evolutivas de T. cruzi. Adicionalmente, ndo observou-se toxicidade nas células
hospedeiras LLC-MK2 que sao utilizadas para testes in vitro. Avaliacdo em
células humanas, mesmo que in vitro, seria importante para ter uma melhor

correlacdo da possivel citotoxidade.

5.6 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS EM CELULAS
DA LINHAGEM HEPG2

Uma das preocupacdes com relacdo ao desenvolvimento de novas
substancias com propriedades ativas é a seletividade frente ao organismo. A
toxidade hepatica € um dos parametros na avaliacdo da toxicidade de
compostos. O possivel efeitos hepatotoxicos in vitro dos analogos LDT304
(24) e LDT305 (25) foi avaliado em linhagem celular HEPG2 por meio do
ensaio de reducdo da resazurina, cujos resultados estdo apresentados na

Figura 26.

Tambem néo foi possivel determinar as CCso, ja que dentro da faixa de
concentracdo definida ndo houve reducéo de 50 % da viabilidade celular em
nenhum dos pontos, sendo a maior reducdo observada pouco abaixo de 80
%, causada pelo composto LDT305 (25), a 3,0 uM, por 48 h, sendo que nao
houve linearidade frente a resposta concentracdo dependente nas menores

concentra(;(”)es para esse composto.

Embora néo tenha sido possivel determinar a CCso, se os resultados
obtidos no ensaio com a linhagem HEPG2 forem comparados as
concentragdes de ICso e LCso obtidas nos ensaios com T. cruzi, pode-se inferir

gue concentracdes usadas para reduzir a proliferacdo de tripomastigotas e
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amastigotas intracelulares de T. cruzi ndo afetardo significativamente células
hepéticas HEPG2. Entretanto, testes mais avancados, como in vivo por
exemplo, devem ser realizados para uma andlise mais aprofundada da

toxicidade.

Figura 26 - Hepatotoxicidade dos compostos em células da linhagem HEPG2
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Hepatotoxicidade dos compostos APLs avaliada em células da linhagem HEPG2. P < 0,05.

5.7 EFEITOS DOS ANALOGOS DE FOSFOLIPIDEOS NA MORFOLOGIA
DE EPIMASTIGOTAS POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os compostos LD304 (24) e LDT305 (25) foram avaliados frente ao
efeito sobre a morfologia e estrutura de formas epimastigotas de T. cruzi

utilizando microscopia eletrénica de varredura (MEV). As concentragfes de
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tratamento foram determinadas a partir da média aproximada dos ICso em 24,
48 e 72 h. Os compostos LD304 (24) e LDT305 (25) foram testados nas
concentracdes de 1,0 uM e 4,0 pM, respectivamente, com tratamento por 72
h. Os resultados observados por meio da microscopia eletronica de varredura
estdo apresentados nas Figuras 27 e 28. Foram observadas alteracoes
morfolégicas nos epimastigotas tratados com os lipideos fosfocolinicos. As
principais alteracdes observadas foram no corpo e no flagelo, assim como
alteracéo no processo de diviséo celular.

As epimastigotas tratadas com LDT304 (24) apresentaram mudancas
morfologicas na célula, problemas na membrana e deformidade no flagelo,
conforme observado na Figura 27 (27.D). Também foi observado alteracdes
no processo de divisdo celular com formacéo de célula com varios flagelos
(Figura 27.C) ou da morfologia das epimastigotas que perderam a forma tipica
em comparagdo ao controle (Figura 27.E). De forma semelhante, as
epimastigotas tratadas com LDT305 (25) apresentaram alteragcbes no
processo de divisdo celular, assim como formacédo de células com varios
flagelos e mudancas morfolégicas com perda da forma alongada tipica,
adquirindo forma mais arredondada e deformidade flagelar (Figuras 28.B,
28.C, 28.D). As formas epimastigotas que ndo passaram por tratamento
(controle) apresentaram tipica forma alongada e sem alterac6es morfologicas,

conforme observado no controle (Figuras 27.A e 28.A).
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1 Figura 27 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de epimastigotas
2 tratados com o composto LDT304 (24)

10um

3
4 Em (A) observamos a integridade das células néo tratadas — controle. Em (B), (C), (D) e (E) sdo imagens
5 de células tratadas.
6
7
8 Figura 28 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de epimastigotas
9 tratados com o composto LDT305 (25)
10

11 Em (A) observamos a integridade das células nédo tratadas — controle. B, C, D mostram células tratadas
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A forma epimastigota € alongada e apresenta um unico flagelo. A
presenca de multiplos flagelos sugere alteracdes no processo de divisdo
celular. Durante a replicacao celular o flagelo antigo € mantido e um novo
flagelo € montado a partir do corpo basal, na extremidade da célula. A medida
gue o novo flagelo se alonga sua ponta distal permanece em contato com o
antigo. A citocinese é iniciada na extremidade anterior da célula e prossegue
de forma helicoidal, dividindo as células em duas e separando os flagelos [69].

Estudos de Kohl et al (2003) [69] demonstraram que o flagelo nao
possui apenas funcdo de motilidade, mas também é importante para
morfogénese e divisdo celular. Confirmaram também que o flagelo define a
regido de iniciagcdo da citocinese e que células com auséncia de flagelo
perdem a polaridade da célula e ndo sofrem citocinese. Demostraram ainda
que o alongamento do flagelo controla a formacdo de estruturas
citoesquelética. Por fim, verificaram que a perturbacdo da constru¢do do
flagelo tem como resultado interferéncia no transporte intraflagelar promovido
por rafts entre os microtubulos e a membrana do flagelo [69]. Os
alquilfosfolipideos tém demonstrado a capacidade de afetar lipideos rafts e
consequentemente interferir na transducdo de sinal, trafico de lipideos e

processos de divisdo celular mediada por esses dominios [67].

5.8 ANALISE DO EFEITO ULTRAESTRUTURAL EM EPIMASTIGOTAS
TRATADOS COM OS LIPIDEOS FOSFOCOLINICOS

Por meio de microscopia de transmissdo eletronica (MET) foi
observado que células de epimastigotas apdés 72 h de tratamento com os
compostos LD304 (24) e LDT305 (25), Figura 29, séo observadas alteracdes
na estrutura da célula. Observou-se a presenca de figuras de mielina e
vaculos citoplasmaticos, apds o tratamento LDT305 (25) (Figura 29.B) e
LD304 (24) (Figura 29.C). A presenca de figuras de mielina e formagéo de

autofagosomo indica presenca de autofagia [71]. O tratamento com LDT305
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(25) mostrou ainda inchaco no cinetoplasto (Figura 29. D. e 29.E) e também
inchaco da membrana flagelar (Figura 29.E). Maior nimero de alteragdes foi

observado no grupo tratado com LDT34 (24).

Figura 29 - Microscopia Eletrénica de Transmissdo de epimastigotas tratados

com os analogos lipideos fosfocolinicos

Microscopia eletronica de transmissdo de epimastigotas tratados com os analogos fosfolipideos por 72
h. Em (A), esta o controle sem tratamento apresenta todas as estruturas preservadas. (C) Tratamento
com LDT304 (34); (B, D e E) Tratamento com LDT305 (35). Apresentando: N = n(icleo; K = cinetoplasto;
GC = Complexo de Golgi; F = flagelo; V = vactolo; M = mitocondria; ER = reticulo endoplasmatico; G =
Glicossomo. Barras = 0,5 pm.

A capacidade dos AFL de interferir na biossintese de lipideos pode
afetar e contribuir para a desintegracao do parastito por autofagia. Os lipideos
intracelulares sdo importantes na manutencao de energia e da homeostase
durante periodos de privacao a hidrélise de lipideos e acidos graxos induzem

a autofagia [64]. O LDT305 (25) também levou ao inchago na membrana do
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cinetoplasto e na membrana flagelar. Resultados similares foram observados
em estudos utilizando a edelfosina (15) e miltefosina (8), e os efeitos foram
associados a possivel interferéncia no conteudo lipidico. Os epimastigotas
tratados com esses miltefosina e edelfosina apresentaram inchago no
cinetoplasto e perda da organizacdo da membrana interna [66, 70, 71]. Além
dessas alteracdes, observou-se também bolhas na membrana plasmaética e
na membrana do flagelo, sugerindo que tanto a membrana quanto a
mitocondria/cinetoplasto de epimastigotas sejam potenciais alvos desses
compostos AFL [66]. Conforme resultado também observado para o LDT305
(25).

AlteragcOes similares foram observadas para epimastigotas tratadas
com TCAN26 (36), resultando em protusdes e deslocamento dos folhetos da
membrana plasmatica, alteracdes na membrana do flagelo e desorganizacao
da membrana mitocondrial interna, com auséncia de cristas [64]. Alteracdes
marcantes foram observadas na membrana dos flagelos, assim como
morfolégicas também nos flagelos em epimastigotas tratadas com AFL, sendo
importante relatar que a composicéao de fosfolipideos na membrana do flagelo
€ diferente da encontrada em outras membranas, podendo ter diferente
susceptibilidade [64, 66].

O efeito inibitério dos AFL sobre a sintese de lipideos e desorganizacdo
da membrana em células tumorais tem sido estudado. O principal fosfolipideo
envolvido é a PC, e as alteracdes envolveriam alteracdes da sintese em varias
etapas e também da translocacédo da PC [6; 67]. Devido a importancia dos
fosfolipideos naturais na homesostase celular, verificar a seletividade desses

compostos também torna-se importante.
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CAPITULO 6

Avaliacao da atividade leishmanicida

frente a L. amazonensis
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6 RESULTADO E DISCUSSAO - AVALIACAO DE ATIVIDADES DE
COMPOSTOS ANALOGOS DE FOSFOLIPIDEOS EM LEISHMANIA
AMAZONENSIS

6.1 TRIAGEM IN VITRO E TRATAMENTO COM OS ANALOGOS
FOSFOLIPIDEOS FRENTE A PROMASTIGOTAS DE LEISHMANIA
AMAZONENSIS PELO ENSAIO MTS/PMS

Os ensaios de viabilidade celular sédo frequentemente usados para
fazer a triagem de compostos e determinar se as moléculas testadas
apresentam efeitos sobre a proliferacéo celular ou mostram efeitos citotéxicos
diretos que eventualmente levam a morte celular [72]. Inicialmente foi utilizado
o teste MTS/PMS como triagem da viabilidade celular dos lipideos
fosfocolinicos sobre formas promastigotas de L. amazonensis.

Os promastigotas de L. amazonensis foram tratados com os compostos
LDT301 (21), LDT302 (22), LDT303 (23), LDT304 (24) e LDT305 (25) nas
concentracbes de 5,0 uM e 20,0 uM por 48 h. Os anélogos lipideos
fosfocolinicos ndo apresentaram reducédo significativa da viabilidade celular
de promastigotas, nas concentracdes testadas, utilizando o ensaio MTS/PMS,
guando comparado ao controle (Figura 30). Dessa forma, seguindo protocolos
do laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer da UFRJ, nao foi dado
seguimento a avaliagédo da antividade antiproliferativa e determinacao do 1Cso
em promastigotas e outras avaliacfes sequenciais, e.g: alteracdes estruturais,
citotoxicidade em macréfagos e amastigotas intracelulares, que seriam 0s
testes adicionais. Na triagem os compostos-alvo, utilizando mesmo método
sobre epimastigotas de T. cruzi, foi observada atividade significativa para os
compostos LDT301 (21), LDT304 (24) e LDT305 (25) podendo verificar
diferente sensibilidade desses parasitos aos lipideos fosfocolinicos testados.
E importante enfatizar que esses protozoarios apresentam similaridades e
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diferencas em vias metabdlicas que também influenciam na resposta a
agentes quimicos [64].

Figura 30 - Citotoxicidade dos analogos fosfolipideos frente a promastigotas

de Leishmania amazonensis
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Efeito citotoxico dos anélogos fosfolipideos em promastigotas de L. amazonensis. (a) Parasitos foram
tratados com 5,0 pM por 48 h. (b) parasitos foram tratados com 20 pM por 48 h. Viabilidade cellular
avaliada pelo MTS/PMS.

6.2 TRIAGEM IN VITRO E TRATAMENTO COM OS ANALOGOS
FOSFOLIPIDEOS FRENTE A PROMASTIGOTAS DE LEISHMANIA
AMAZONENSIS PELO ENSAIO MTT

Em contraposicéo, a atividade antiproliferativa in vitro de promastigotas
de L. amazonensis por meio do método MTT, realizada no laboratério de
biofisica da UFG, na concentracdo de 1 x 107 parasitos/mL evidenciou
reducdo da viabilidade celular, comparativa ao controle positivo miltefosina
(8). O ensaio de citotoxicidade também foi realizado como triagem inicial
frente aos compostos alvo LDT301 (21), LDT302 (22), LDT303 (23), LDT304
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(24) e LDT305 (25). Os resultados obtidos para diferentes concentracdes

permitiu o calculo do ICso, resultado descrito na Tabela 4.

O derivado LDT304 (24) apresentou maior atividade antiproliferativa
entre 0s compostos, tendo sido o efeito trés vezes maior do que o
demonstrado pela miltefosina (8) no mesmo ensaio. O segundo melhor
composto foi o LDT301 (21) com atividade préxima a miltefosina, enquanto
que o derivado LDT305 (25) o terceiro melhor. Os derivados LDT302 (22) e 0
LDT303 (23) apresentaram as menores atividades, sendo que o composto
LDT303 (23) apresentou como limitac&o sua baixa solubilidade. E importante
ressaltar que para triagem foi utilizado um namero maior de células em relacao

as concentragdes testadas, como protocolo padrdo [26].

Tabela 4 - Atividade antiproliferativa in vitro de promastigotas de L.

amazonensis

Compostos (o (M)
Média DP
Miltefosina 22,0 3,6
LDT301 (42) 29,4 8,2
LDT302 (43) 53,3 13,7
LDT303 (44) 62,9 25,4
LDT304 (45) 6,8 33
LDT305 (46) 35,0 11,6

Método MTT na concentragdo de 1 x 107 parasitos/mL. *DP — Desvio padrdo

Uma variedade de compostos tetrazélicos tem sido utilizada para
verificar a viabilidade celular. Os mais comumente utilizados s&o o MTT, MTS,
XTT e WST-1. O ensaio de reducéao do tetrazol, o MTT, foi um dos primeiros
ensaios desenvolvidos para o formato de triagem da viabilidade celular em
placas de 96 pocos, sendo uma técnica amplamente utilizada e com boas

evidéncias de resultados.
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O MTT funciona como substrato e ao ser adicionado ao meio de cultura,
apos incubacéo, observa-se a formacao do formazan como composto purpura
com absorcdo em 570 nm. O formazan obtido da reducdo do MTT é
diretamente proporcional ao nimero de células viaveis, ja que apenas células
metabolicamente ativas permitem a reducédo do composto. O formazan é um
produto insolivel que se acumula e precipita na célula e no meio de cultura
necessitando de solubilizacdo para quantificacdo. Esta é uma etapa
importante do processo Vvisto que a correta solubilizacdo permitira uma boa
correlagcdo com a absorcdo a 570 nm em espectofotometro. Uma variedade
de formas de solubilizac&o pode ser aplicada, sendo uma delas o uso do SDS.
Os mecanismos celulares que promovem a reducdo do formazan dentro da
célula ndo sdo completamente elucidados, mas envolvem rea¢cdes com NADH

ou redutor similar que transfere os elétrons para o MTT [72].

O ensaio de reducgdao do tetrazol MTS permite a redugao do tetrazol por
células viaveis, mas com geracdo de produto solivel no meio de cultura,
diferentemente do MTT. Assim, ndo h& necessidade de adicionar reagente
para solubilizacdo de precipitados de formazan e a solubilidade no meio é
favorecida pela carga negativa do produto, deixando o protocolo mais
conveniente para elaboracdo. Entretanto essa carga negativa limita a
permeabilidade do tetrazolium na célula. Devido a isso, 0 MTS é usado em
combinagcdo com reagente aceptor de elétrons, como por exemplo o sulfato
de metilfenazina (PMS), que pode penetrar em células viaveis, transferir
elétrons do citoplasma ou membrana plasmatica e facilitar a conversdo no
formazan solavel. Dessa forma a reducdo ocorre na superficie da céula, ou a
nivel da membrana plasmatica por meio do transportador de elétrons. Isso
difere do MTT que é positivamente carregado e penetra nas células
eucaridticas e tem sua reducdo associada a mitocondria, ao citoplasma, as
membranas ndo mitocondriais, incluindo endosomas, lisosoma e a membrana

plasmatica [72, 73].
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Ha uma variedade de ensaios que podem ser padronizados e utilizados
para estimar a variabilidade celular em cultura. Portanto, os dois métodos
aplicados nos dois laboratorios sdo métodos padronizados e reconhecidos
para esta andlise. Por se tratarem de métodos diferentes, cepas e condi¢des
de cultivo diferentes, e nimero de células diferentes, uma comparacao direta
entre os dois resultados também ndo se torna possivel. Cada método
apresentara sua vantagem e desvantagem, como mencionado, devendo
portanto ser adequado ao objetivo do estudos e condi¢cBes de realizacdo no
laboratério. Independentemente do tipo de ensaio que esta sendo usado, €
importante poder quantificar o nimero de células viaveis ao final. E importante
ter uma fonte consistente e controlada de células e qualidade dos reagents e

tempo de experimentacdo do modelo experimental [72].

6.3 AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO DE PROMASTIGOTAS
EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE CELULAS DO PARASITO/ML

Devido a estrutura quimica dos AFL, eles se inserem facilmente em
membranas, podendo induzir alteracdes na homeostase com provavel
distarbio da estrutura e permeabilidade da membrana, podendo interferir tanto
em processos vitais como na sobrevida e crescimento. Esse efeito tem sido

relatado tanto para células tumorais como para tripanosomatideos [64, 75].

Com o objetivo de correlacionar o possivel efeito dos derivados
fosfolipideos sobre a membrana das Leishmanias — conforme sugerido na
literatura e baseado em estudos anteriores realizados com a miltefosina pelo
grupo de pesquisa do laboratério de biofisica da UFG [74] — foi avaliado o
efeito concentracdo de células dependente para os compostos LDT304 (24) e

LDT305 (25) em comparacao com a miltefosina (8) (Figura 31).
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O experimento considerou o aumento da concentragdo de células de
parasitos por mL (parasitos/mL), conforme descrito por Fernandes e
colaboradores (2017) [74], com a finalidade de aumentar a disponibilidade de
membranas para interagdo com esses lipideos fosfocolinicos. Observou-se
que com menor concentracéo de células, 1 x 107 parasitos/mL, os compostos
LDT304 (24) e LDT305 (25) apresentaram valores de ICso maiores que a
miltefosina; entretanto ao aumentar a concentragéo de parasitos para 1 x 108
e 1 x 10° parasitos/mL, a atividade antiproliferativa dos compostos-alvo e da

miltefosina foi similar.

Figura 31 - ICso dos compostos LDT304 (24) e LDT305 (25) e miltefosina
sobre promastigotas de Leishmania amazonensis em diferentes

concentracdes de parasito/mL.

108

o LDT304(24)
= LDT305(25) .
4 Miltefosina (8)

ICsq (1M)

107 108 10°

[Promastigotas] (cel/mL)

Fernandes e colaboradores (2017) [74] retratam que em um ensaio
com suspensao de células diluidas, a concentracdo e composicao lipofilica da
membrana pode ser negligenciada devido ao volume relativamente menor em

comparacao ao meio aquoso. Assim, o aumento do numero de parasitos/mL
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permite aumentar a concentragdo dos compostos lipofilicos da membrana,
levando a melhor observacdo do particionamento entre a fase aquosa e
lipofilica. E reconhecida a capacidade da miltefosina (8) de interagir com a
membrana da célula e atingir rapidamente outras membranas dentro da
célula, afetando o metabolismo celular em diferentes niveis [75]. Ambos
lipideos fosfocolinicos, LDT304 (24) e LDT305 (25), parecem interagir com a
membrana, mas com afinidades diferentes da miltefosina, podendo envolver

diferentes tipos de interacao.

De acordo com Jiménez-Lopez e colaboradores (2010) [75], o nivel de
particionamento dentro da bicamada lipidica da membrana depende do grau
de insaturacdo, do tamanho da cadeia dos fosfolipideos e também da
quantidade de colesterol, podendo facilitar ou dificultar algumas interagdes.
Dessa forma, alteracdes fisico-quimicas e da estrutura quimica dos derivados
também podem interferir na forma de interacdo.O derivado LDT304 (24)
apresenta cadeia que mimetiza o acido graxo menor do que a encontrada na
miltefosina (8), e também a contribui¢cdo planar do anel aromatico e o dipolo
negativo diretamente ligado ao anel. Por sua vez, LDT305 (25) apresenta
estrutura similar com adicdo do grupo éster. Os substituintes no anel
apresentam efeitos eletronicos e estéricos que podem influenciar na

conformacao desses lipideos fosfocolinicos e na forma de interagéo.

6.4 ANALISE DA FLUIDEZ DA MEMBRANA POR RESSONANCIA
PARAMAGNETICA DE ELETRONS (RPE)

Até o momento, 0 mecanismo exato de ag¢do dos AFL né&o foi
estabelecido com precisdo, embora a membrana pareca o local primario de
sua atividade, de forma direta ou indireta, com interferéncia no transporte de
lipideos e transdugéo de sinal dependente de lipideo. As alteracdes podem
afetar a composi¢cdo dos lipideos de membrana e também a distribuicéo

desses lipideos, seja em dominios raft ou ndo [75]. A ressonancia
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paramagnética de elétrons (RPE) utilizando spin label tem sido utilizada para
verificar a interacdo direta da miltefosina (8) com a membrana de
promastigotas de L. amazonensis tendo sido observada a capacidade de
perturbar a membrana [39]. Realizou-se o espectro de RPE utilizando o
marcador de spin 5-DSA para verificar o efeito dos derivados fosfocolinicos
sobre a fluidez da membrana de promastigotas de L. amazonensis (Figura
32).

Figura 32 - Espectro de Ressonancia Paramagnética de Elétrons na

membrana de promastigotas de L. amazonensis
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Promastigotas de L. amazonensis tratada com miltefosina, sem tratamento (controle) e
tratados com os derivados lipideos fosfocolinicos. Marcador de spin 5-DAS. A figura exibe o
pardmetro 2Ay, desdobramento hiperfino méximo. Esse desdobramento consiste na
separacdo em unidade de campo magnético (G, gauss) entre 0 primeiro pico de ressonancia
e o ultimo pico invertido no espectro. No grafico foram adicionadas linhas verticais para
facilitar a visualizacdo das posi¢coes dos picos. As intensidades dos espectros (unidades
arbitrarias) foram normalizadas para todos os espectros terem a mesma intensidade de pico
central, e a variagdo do campo magnético do inicio ao fim do espectro foi de 100 G. O valor
do 2A, medido para cada espectro de cada derivado e para os controles esta indicado a frente
de cada espectro.
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Os valores obtidos para os compostos LDT304 (24) e LDT305 (25) na
concentracdo de 1 x 10° moléculas/células ndo demonstrou diferenca de
alteracéo da fluidez da membrana quando comparados ao controle negativo,
considerando que o erro experimental estimado € de 0,8 G, porém fora os
compostos que apresentaram maior atividade antiproliferativa. Entretanto os
compostos LDT301 (21), LDT302 (22) e LDT303 (23) apresentaram aumento
da fluidez da membrana, porém menos expressivo que para miltefosina (8).
Sugere gue esses compostos possam interagir com a membrana e/ou ter
mecanismos moleculares de interacao diferentes.

6.5 EFEITO DA CONCENTRACAO DA MILTEFOSINA (8) E DOS
ANALOGOS LDT304 (24) E LDT305 (25) SOBRE A DINAMICA MOLECULAR
DA MEMBRANA DE PROMASTIGOTAS

A avaliagdo por meio do espectro de RPE utilizando spin-label 5-DSA
em promastigotas de Leishmania foi realizada para os derivados LDT304 (24)
e LDT305 (25) considerando o0 aumento da concentracdo de
moléculas/células para verificar se 0 aumento da concentracdo dos analogos
influenciaria na alteracdo da dindmica da membrana. Os resultados obtidos
para os derivados lipideos fosfocolinicos estdo apresentados na Figura 33. Os
valores de correlacdo rotacional - T, obtidos a partir da simulacdo de
espectros de RPE, refletem a dindmica molecular da membrana e estdo de

acordo com o que é observado através do parametro 2A.

Observou-se que na concentracdo de 1 x 10° moléculas/célula a
miltefosina ja promove aumento na dindmica molecular da membrana, mas os
derivados lipideos fosfocolinicos LDT304 (24) e LDT305 (25) n&o levam a
aumento expressivo ha mesma concentracdo, quando comparado ao controle
negativo (Figura 33). Para as concentracdes de 3 e 5 x 10° moléculas/célula

a miltefosina e os analogos LDT304 (24) e LDT305 (25) apresentaram no
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espectro de RPE clara resolucdo de dois componentes espectrais, com

perturbacdo da membrana.

Figura 33 - Espectro de RPE com incorporacdo do spin label 5-DSA na
membrana de promastigotas tratadas com diferentes concentracbes dos
analogos LDT304 (24) e LDT305 (25) e da miltefosina (8).
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X corresponde a concentracdo, podendo ser igual a 0 (controle), 1 x 10°% 3 x 10° ou 5 x 10°. Os valores
do parametro 2A; no RPE (divis&o hiperfina externa), que é dado pela separag&o em unidades de campo
magnético entre o primeiro pico e o ultimo pico invertido do espectro, também sao indicados. A
estimative de erro para o parametro 2A; foi de 0,5 G. Os espectros foram simulados utilizando o
programa NLLS com modelo de dois componentes spectral. Para cada espectro, o0 componente best-
fitting C1 (verde) e C2 (azul) estédo apresentados no grafico a direita, assim como a porcentagem do
componente C1 no espectro e a correlagdo rotacional calculada (tc).
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Para as amostras tratadas com a concentracdo de 1 x 10°
moléculas/célula, a porcentagem do componente 1 foi aproximadamente 90
%. Entretanto, isso ndo permite assumir que o segundo componente tenha
contribuicao inferior a 10 %. Para as amostras tratadas com miltefosina ou os
derivados na concentragGes de 3 e 5 x 10° moléculas/célula, a porcentagem
do componente 1 foi também acima de 90 %; entretanto nessa concentracao
a porcentagem do segundo componente foi de aproximadamente 22 % e 28
% para os compostos LDT304 (24) e LDT305 (25), respectivamente. A
presenca do segundo componente no espectro sugere que ha uma populagéo
de spin label com maior dindmica molecular, sugerindo que os analogos da
miltefosina (8) possuem distribuicio ndo homogenea na membrana
plasmatica do parasito, podendo acumular em interface proteina-lipideos,

aumentando a mobilidade nessas regides da membrana (Figura 33).

Estudos realizados utilizando espectro de RPE e com spin label para
proteina indicou que a miltefosina (8) aumenta e promove a modificacdo da
conformacdo de proteinas, sugerindo que 8 pode interagir com regides
lipofilicas, mas também na interface lipideo-proteina podendo afetar a
atividade de proteinas de membrana [76, 77]. Os lipideos fosfocolinicos
LDT304 (24) e LDT305 (25) também parecem apresentar esse perfil. E
importante ressaltar que enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos sé&o
principalmente localizadas na membrana do reticulo endoplasmatico,
podendo ser possivel alvo para alquilfosfolipideos a partir da correlacdo da

interacdo lipideos-proteinas com alteracdes no metabolismo celular [75].

6.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

Um dos problemas relacionados a capacidade dos AFL de interagir
com a membrana é que eles tém sido associados a capacidade de gerar
hemolise, caracteristica comum aos AFL, o que estd relacionado a

capacidade de gerar danos na membrana [78]. Assim, o teste de hemalise
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permite avaliar a habilidade dessas substancias gerarem lesdes e afetarem a
estabilidade da membrana sendo importante indicativo de toxicidade para

€sses compostos.

A Tabela 5 apresenta a atividade hemolitica para os derivados
analogos fosfocolinicos em comparacao com a miltefosina, em meio contendo

PBS, em baixas concentracfes dos analogos.

Tabela 5 - Efeito hemolitico dos derivados alquilfosfocolinicos

Compostos HMso (ng/mL) HMso (ng/mL) HMso uM
Média DP

Miltefosina 19 5 47
LDT301 (31) 17 4 "
LDT302 (32) 18 4 24
LDT303 (33) * _ -
LDT304 (34) *k _ -
LDT305 (35) *k ) -

DP — Desvio padrédo; HM = hematdcrito; *baixa solubilidade. Interferiu na mensuragéo do resultado.
**ndo ocasionaram hemdlise até a concentragdo maxima testada de 2 mM.

Os derivados fosfocolinicos LDT304 (24) e LDT305 (25) néao
apresentaram atividade hemolitica até a concentragdo de 2 mM, avaliada na
triagem inicial. J& os derivados LDT301 (21) e LDT302 (22) apresentaram
acao hemolitica similar a miltefosina (8). Por sua vez, o derivado LDT303 (23)

apresentou baixa solubilidade no meio nao fornecendo resultado conclusivo.

Devido aos resultados obtidos para os derivados LDT304 (24) e
LDT305 (25), quanto a atividade antiproliferativa e auséncia de perfil
hemolitico nas concentracdes inicialmente testadas, foi realizada nova anélise
do perfil hemolitico com maiores concentragdes dos compostos e a diferenga

do perfil hemolitico no sangue total e em eritrocitos ressuspendidos em PBS
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(Tabela 6). Para avaliacdo da atividade hemolitica em sangue total os
compostos foram diluidos no plasma separadamente, conforme descrito no
meétodo, e depois as células foram reconstituidas no plasmas para obtencao

do sangue total.

A miltefosina (8) apresentou atividade hemolitica de 52,8 % a 2,5 mM
no sangue total. Nas mesma condi¢des de avaliacdo, os compostos LDT304
(24) e LDT305 (25) apresentaram respectivos percentuais de hemdlise de
22,5 % e 40,6 % em concentracdes trés vezes maiores do que a da miltefosina
(8). Vale destacar que o derivado LDT305 (25) apresentou hemdlise apenas
na concentracdo de 12,5 mM com potencial hemolitico de apenas 24,2 %
quando comparado a miltefosina (8).

Tabela 6 - Perfil hemolitico no sangue total e em eritrocitos recontituidos em
PBS para os derivados LDT304 (24) e LDT305 (25) em comparagao a

miltefosina

Concentracao Sangue total —%Hemolise
(mM) Mintefosina (8) LDT304 (24) LDT305 (25)
2,5 53,2 + 7,82 - ]
7.5 22,5 +3,7 -
10,0 75,3 14,5
12,5 24,2 + 6,4
Eritrécitos em PBS - %Hemolise
0,3 54,0 - -
3,3 - 26,2 8,5
6,6 - 34,1 14,8
10,0 - 60,4 25,3

ab Dados obtidos de [79]
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Na avaliacdo realizada com eritrocitos reconstituidos em PBS, os
anélogos mantiveram baixo potencial hemolitico quando comparado a 8. A
miltefosina (8) produziu 54 % de hemdlise a 0,3 Mm enquanto os analogos
fosfocolinicos, mesmo em concentracdes 11 vezes maiores, mantiveram
atividade hemolitica menor do que 50 %. Destaca-se o composto LDT305
(25) com baixo perfil hemolitico mesmo nas maiores concentracdes testadas.

A miltefosina (8) apresenta alta atividade hemolitica quando
administrada de forma parenteral devido alta afinidade pela membrana; no
entanto, esta toxicidade é minimizada pela administracdo oral, em face da
absorcdo lenta e ligacdo a proteina plasmatica (96 % a 98 %) [40]. Observa-
se, portanto, um ‘efeito de protegao’ do soro frente a citotoxicidade induzida
pelos alquilfosfolipideos em estudos in vitro, tendo sido também relatado para
avaliacdo de células tumorais e T. cruzi [66]. Dessa forma, a avaliagcdo do
perfil hemolitico no sangue total e em eritrécitos reconstituidos em PBS visou
avaliar a possivel interferéncia de proteinas do sangue total na reducdo da
atividade hemolitica. Desta forma, foi observado menor perfil hemolitico em
eritrécitos em sangue total do que reconstituidos em PBS sinalizando possivel
interferéncia de proteinas do soro.

6.7 AUMENTO DA DINAMICA MOLECULAR DA MEMBRANA DE
ERITROCITOS TRATADOS COM MILTEFOSINA (8) E OS ANALOGOS
LIPIDEOS FOSFOCOLINICOS 24 E 25.

Diante do baixo potencial hemolitico, foi avaliado o efeito dos analogos
LDT304 (24) e LDT305 (25) e da miltefosina (8) sobre a dinamica molecular
da membrana de eritrocitos. Desta forma, o espectro RPE da membrana de
eritrocitos marcada com spin 5-DSA foi analisado comparando eritrocitos ndo
tratados (controle negativo) e tratados com varias concentracdes de 8 ou dos
analogos LDT304 (24) e LDT305 (25). Os resultados estdo apresentados na
Figura 34. Para o tratamento da suspensdo de eritrocitos contendo 1 x 108
células/mL com a miltefosina (8) na concentracdo de 1 x 10° moléculas/célula
observou-se grande reducao no parametro 2A;no espectro de RPE, indicando
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notavel aumento na dindmica da membrana corroborando com o efeito
hemolitico. J& os derivados LDT304 (24) e LDT305 (25) em concentracao
semelhante (1 x 10° moléculas/célula) mostraram apenas modesta reducéo
no parametro 2A;. Com o aumento da concentracdo para 3 x 10°
moléculas/célula, os derivados lipideos fosfocolinicos apresentaram dois
componentes no espectro de EPR indicando a presenca de duas populacdes
de spin label com diferentes estados de mobilidade, contrario a miltefosina
para a qual a resolugéao de dois componentes no espectro nao foi clara.

Figura 34 - Espectro de EPR com spin-label 5-DSA na membrana plamética
de eritrdcitos tratados com os lipideos fosfocolinicos e a miltefosina
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As concentracdes estdo expressas em numero de moléculas/células, X corresponde a
concentragdo, podendo ser igual a 0 (controle), 1 x 10° e 3 x 10°. Os valores do parametro 2A; no
RPE (divisdo hiperfina externa), que é dado pela separacdo em unidades de campo
magnético entre o primeiro pico e o ultimo pico invertido do espectro, também séo indicados.
A estimative de erro para o parametro 2A, foi de 0,5 G. A seta aponta para a linha de
ressonancia que indica mais claramente a resolucdo de um segundo componente spectral. A
faixa de varredura total do campo magnético em cada espectro de RPE foi de 100 G (eixo X)
e a intensidade estd em unidades arbitrarias (eixo Y).
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Os compostos que apresentaram menor potencial hemolitico foram os
que exibiram maior ICso sobre as promastigotas. Diferengcas na composicao
dos lipideos de membrana do protozoario e dos eritrocitos — como por
exemplo, o parasito contém ergosterol e nos eritrocitos alta concentracéo de
colesterol bem como diferengas na composicdo e propor¢cdo de proteinas
transmembranicas e periféricas — poderiam justificar particulidades estruturais

na interacao entre os lipideos fosfocolinicos e a membrana.

Novos analogos APL relacionados a miltefosina tém sido desenvolvidos
(Figura 35), tanto como antitumoral quanto antileishmania, buscando melhor
atividade e reducédo dos efeitos adversos explorando alteracdo da cadeia
alquilica e da distancia entre o grupo fosfato e o nitrogénio [40]. Os compostos
erucilfosfocolina (37) e erufosina (38), que apresentam dupla ligacdo com
configuragcédo Z (cis) no nono carbono da cadeia carbdnica, demonstraram
reducdo da atividade hemolitica in vitro. Os compostos LDT304 (24) e LDT305
(25) também apresentam padrédo de restricdo conformacional, devido ao anel
aromatico, o que poderia sugerir contribuicdo na reducdo do potencial

hemolitico.

Figura 35 - Analogos APL erucilfosfocolina (37) e erufosina (38)
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6.8 AVALIACAO DOS DERIVADOS LIPIDEOS FOSFOCOLINICOS FRENTE
A AMASTIGOTAS INTRACELULARES DE LEISHMANIA AMAZONENSIS E
CITOTOXICIDADE SOBRE MACROFAGOS.

Para verificar se 0s compostos seriam capazes de exercer atividade
antiproliferativa sobre a forma do parasito associada as manifestacoes
clinicas, os compostos que apresentaram melhor peril na avaliacdo sobre
promastigotas e baixo potencial hemolitico, LDT304 (24) e LDT305 (25), foram
avaliados frente a capacidade de eliminar formas amastigotas intracelulares
de L. amazonensis utilizando macréfagos J774.A11. Desta forma, foram
utilizados macroéfagos infectados com L. amazonesis expressando GFP* e
apoés 24 h de tratamento com os derivados 24 e 25 foram analisados por meio
de citometria de fluxo. Os resultados mostram a concentracdo minima
necessaria para reduzir a porcentagem de macrofagos infectados com
amastigotas GFP (graficos a esquerda) e a intensidade média de
fluorescéncia (graficos a direta) (Figura 36).

Os analogos lipideos fosfocolinicos demostraram efeito superior a
miltefosina (8) sobre a reducdo de macréfagos infectados com resposta
concentracdo dependente. Observou-se que os derivados apresentaram
reducdo no numero de macréfagos infectados na concentracédo de 7,5 uM,
tendo resposta similar sido atingida pela miltefosina a 15,0 uM. Observou-se
também que as formas amastigotas de L. amazonensis foram mais sensiveis
do que as formas promastigotas aos novos lipideos fosfocolinicos. Os dados
demonstram que os compostos LDT304 (24) e LDT305 (25) possuem similar
capacidade de reduzir a infeccdo por amastigotas de L. amazonensis em

macrofagos de murinos bem como acao leishmanicida superior a miltefosina

(8).
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Figura 36 - Avaliacdo dos andalogos lipideos fosfocolinicos LDT304 (24),
LDT305 (25) e miltefosina (8) sobre macrofagos J774.Al1 infectados com
amastigotas de L. amazonensis GFP+.
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Miltefosina foi utilizada como controle positive. A porcentagem de células GFP* (macrofagos
infectados com amastigotas) A e C e a intensidade media de fluorescéncia (IMF, estimada
pela quantidade de parasitos internalizados), B e D, foi avaliada por citometria de fluxo.
Significancia estatistica: *indica a diferen¢a entre o grupo tratado e néo tratado (controle) e #
indica a diferenta entre a miltefosina e os anélogos (P < 0,05).

Pensando na acao direta sobre as formas amastigotas, a penetragcao
por duas membranas pelos compostos seria necessaria. E importante
ressaltar que embora os fosfolipideos se difundam facilmente pela primeira
camada da membrana, a transferéncia para a segunda camada € limitada, e
muitas vezes ocorre de forma lenta, por difusdo lateral ou flip-flop, com

limitacdo da passagem para a segunda camada relacionada a presenca da
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cabeca polar. Desta forma, os transportadores de fosfolipideos sao
importantes para penetracdo dos APL em quantidade na célula [28; 29].
Porém, os testes realizados ndo permitem inferir qual tipo de transporte
estaria presente.

Com o objetivo de verificar a toxicidade dos anélogos lipideos
fosfocolinicos sobre macrofagos néo infectados realizou-se o teste de
viabilidade celular MTT em macréfagos cujos resultados de citotoxicidade
celular (CCso) estédo apresentados na Tabela 7.

Os analogos LDT304 (24) e LDT305 (25) apresentaram baixa
toxicidade sobre macréfagos nao infectados com altos valores de CCso bem
acima das concentracdes citotéxicas sobre formas promastigotas e
amastigotas intracelulares. Os compostos demonstraram ainda menor
citotoxicidade sobre macrofagos néo infectados que a miltefosina (8), exibindo
indice de seletividade (SI) de 12 e 21 vezes para os derivados LDT304 (24) e
LDT305 (25), respectivamente.

Tabela 7 - Citotoxicidade (CCso) dos analogos lipideos fosfocolinicos LDT304
(24) e LDT305 (25) sobre macrofagos J774.A1 nao infectados.

Miltefosina (8) LDT304 (24) LDT305 (25)
77 +23¢ 956 + 277 1633 + 404

C Dado extraido da referéncia [76]

Alguns estudos sugerem que a longa cadeia alifatica seria fator
importante para maior atividade dos AFL tendo em vista a interagdo com a
membrana [64]. No nosso estudo observamos que os andlogos LDT304 (24)
e LDT305 (25), com a menor cadeia e com a presenca da subunidade
aromatica substituida, apresentaram maior atividade frente a diferentes
formas de T. cruzi, e também sobre formas de L. amazonensis, e menores
toxicidade sobre células, incluindo macréfagos, e potencial hemolitico. Esses

compostos mostraram que sao capazes de se acumularem na membrana de
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promastigotas a concentracdo dependente conforme observado no RPE, e
que podem interagir com a membrana de eritrocitos e promastigotas de
maneira diferente que a miltefosina, apresentando um segundo componente
que suger a interag¢do sugerindo interacao lipideos-proteina.

O derivado TCAN26 (36) também apresenta cadeia menor que a da
miltefosina (11 carbonos) e a regido terminal substituida com o grupo
adamantilideno, o que parece contribuir para a maior atividade desses
compostos e pronunciado efeito sobre a membrana [64]. Porém, os dados

ainda nao permitem estabelecer qual melhor relagéo estrutura-atividade.
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7 CONCLUSAO

As metodologias sintéticas utilizadas neste trabalho permitiram a
obtencéo de cinco novos lipideos fosfocolinicos a partir do cardanol e do acido
anacardico com bons rendimentos e pureza. Os compostos LDT301 (21),
LDT304 (24) e LDT305 (25) reduziram em mais de 50 % a viabilidade de
epimastigotas de T. cruzi tratadas a 20 uM com destaque para 0 composto
LDT304 (24) por demostrar significativa reducdo da viabilidade celular a 5,0
UM. A avaliacdo antiproliferativa apresentou efeito concentracdo dependente,
na qual o derivado LDT304 (24) foi 0 mais potente.

Os lipidios fosfocolinicos LDT304 (24) e LDT305 (25) demostraram
ainda a capacidade de induzir a permeabilizacdo da membrana de
tripomastigotas de T. cruzi e levar a perda da viabilidade celular, assim como
atividade antiproliferativa frente a amastigotas de T. cruzi. Alteracdes
morfologicas em epimastigotas foram observadas em relacdo aos controles
negativos para os compostos LDT304 (24) e LDT305 (25), como modificacédo
na forma, no contorno celular e no flagelo. A analise ultraestrutural mostrou
ainda que esses lipideos fosfocolinicos promoveram alteracdes sugestivas de
autofagia, com presenca de figuras de mielina e vaculos citoplasméticos. Os
compostos LDT304 (24) e LDT305 (25) foram avaliados quanto a toxicidade
sobre células LLC-MK2 e linhagens de células linhagem HEPG2 néo tendo
apresentado toxicidade nas concentracdes testadas.

Os cinco anélogos lipideos fosfocolinicos ndo apresentaram reducao
significativa da viabilidade celular de promastigotas de L. amazonensis nas
concentracdes testadas, utilizando o ensaio MTS/PMS; porém, os compostos
LDT301 (21), LDT304 (24) e LDT305 (25) demostraram atividade
antiproliferativa in vitro sobre promastigotas de L. amazonensis por meio do
método MTT na concentracdo de 1 x 107 parasitos/mL com reducdo da
viabilidade celular quando comparado a miltefosina. Diferencas entre o0s

métodos e possiveis diferencgas bioquimicas entre as cepas ainda necessitam
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ser melhor exploradas para maior entendimento dessa diferenca. Os
compostos LDT304 (24) e LDT305 (25) apresentaram ainda a capacidade de
reduzir a infec¢cdo de macréfagos pelas amastigotas e baixa toxicidade sobre

macrofagos nao infectados com bom indice de seletividade.

Os espectros de RPE, utilizando o marcador de spin 5-DSA para
verificar o efeito dos derivados fosfocolinicos sobre a fluidez da membrana de
promastigotas de L. amazonensis, demonstraram que os derivados LDT304
(24) e LDT305 (25) na concentracdo de 1 x 10° moléculas/células néo
apresentam aumento da fluidez da membrana; porém na concentracdo de 3
e 5 x 10° moléculas/células observou-se em RPE a presenca de dois pontos
espectrais, demostrando a capacidade de perturbacdo da membrana e por

mecanismos possivelmente diferentes.

Os lipideos fosfocolinicos LDT304 (24) e LDT305 (25) ndo apresentram
hemdlise em concentragcbes menores que 2 mM, demonstrando potencial
hemolitico baixo mesmo em maiores concentragdes, utilizando tanto sangue
total como eritrdcitos reconstribuidos em PBS, tendo, portanto, baixo potencial
hemolitico. Quanto a interacdo com a membrana de eritrocitos, os derivados
lipideos fosfocolinicos apresentaram dois componentes no espectro, com
diferentes estados de mobilidade, indicando a presenca de diferente interacéo
do spin label com a membrana e sugerindo interagédo lipideo-proteina.

Os anélogos lipideos fosfocolinicos LDT304 (24) e LDT305 (25)
apresentaram bom perfil de acdo frente a esses tripanosomatideos in vitro.
Como perspectiva ha a avaliacdo das alteracbes morfoldgicas e
ultraestruturais de outras formas do parasito, tanto para L. amazonensis como
T. cruzi, estudo em outras cepas de T. cruzi e Leishmania spp., estudos in
vivo, estudos de toxicidade aguda e crénica, perfil farmacocinético dos

compostos, otimizacdo da sintese para escanolamento.
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8 PARTE EXPERIMENTAL

8.1 GENERALIDADES, MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais em Sintese Organica foram
realizados no Laboratério de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas
(LADETER) da Universidade Catolica de Brasilia, no Laboratorio de
Desenvolvimento de Inovagdes Terapéuticas (LDT) do Nucleo de Medicina
Tropical da Universidade de Brasilia (UnB), no Laboratério de Quimica
Organica do Instituto de Quimica da UnB, e no laboratério de Sintese
Orgéanica e Quimica Medicinal do Instituto de Biologia, Quimica Medicinal e
Biotecnologia da Fundagéao Nacional de Pesquisa Grega em Atenas.

Os reagentes e solventes quimicos utilizados neste trabalho foram
adquiridos das industrias Sigma-Aldrich® (EUA), Tedia® (EUA) e PanReac®
(Espanha). O diclorometano (DCM), acetonitrila (MeCN) e trietilamina (TEA)
foram previamente tratados com hidreto de célcio e destilados antes do uso.
O tetraidrofurano (THF) foi tratado com sédio metalico, sob refluxo, utilizando
benzofenona como indicador. A miltefosina utilizada como controle positivo foi
obtida da Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, AL, USA) e o marcador de spin
Acido 5-doxilestearico (5-DSA) foi obtido da Sigma-Aldrich® (EUA). O derivado
3-pentadecilfenol (LDT10, 26), também denominado cardanol saturado, foi
obtido comercialmente da Sigma-Aldrich®, com pureza de 90% e

recristalizado em hexano.

As reacOes foram realizadas sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente, sob aquecimento em banho de 6leo ou a 0 °C, sob atmosfera
normal ou em atmosfera de argénio. As reacdes de ozondlise foram realizadas
sob banho de gelo seco/acetona a temperatura de aproximadamente - 70 °C,

sob fluxo continuo de ozénio utilizando o BRO3-HA. As reacdes de
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hidrogenacé@o catalitica foram realizadas em aparelho Parr Instrument
Company®, série 3910. Todas vidrarias utilizadas nas reagées de fosforilagéo
foram previamente dessecadas em estufa a 100 °C, ou com macarico portatil,
e resfriadas em dessecador. O POCIs foi destilado e a colina seca a vacuo por
3 a 4 h antes de cada reacao.

As reacOes foram monitoradas por meio de cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando cromatofolhas (5,0 x 1,5 cm) de silica Kieselgel 60
F254 com indicador de fluorescéncia UV2s4 nm, suportada em aluminio com
espessura de 0,25 mm (SILICYCLE®), ou sob placa de vidro, visualizadas em
lampada de UV (254-365 nm), e/ou reveladas com solucdo de acido

fosfomolibdico, o que permitiu mensurar os fatores de retencéo (Rf).

A purificacdo dos intermediarios sintéticos e compostos-alvo foi
realizada por meio de cromatografia em coluna com fase fixa de gel de silica
G60 (70-230 mesh; 230-400 mesh, SILICYCLE®). Os solventes foram
evaporados a pressao reduzida utilizando evaporador rotatério Tecnal® TE-
211, ou Buchi® R205, V800 conectado ao sistema de alto-vacuo com pressao
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, 500 MHz ou 600 MHz) e de carbono-13 (RMN de *3C - 75
MHz ou 125 MHz) foram obtidos em aparelho Brucker Avance DRX300 e
DRX500 do Centro Nordestino de Aplicacdo da Ressonéncia Magnética
Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara (UFC), enquanto
que o de fésforo (RMN de 3P 121 MHz) foi obtido em espectrdmetro Varian
300 e Varian 600 no Instituto de Biologia, Quimica Medicinal e Biotecnologia
da Fundacé&o Nacional de Pesquisa Grega, utilizando CDCls ou CD3OD como
solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os valores de
deslocamento quimico (&) sao referidos em parte por milhdao (ppm) em relagao
ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos

sinais foram obtidas por integracéo eletrénica e suas multiplicidades descritas
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como: simpleto (s); sinal largo (sl); dupleto (d); tripleto (t) e multipleto (m). Os
espectros de massas foram obtidos em HPLC-LCQ da Thermo Scientific por
ionizacao positiva ou negativa (ES* or ES’). As amostras foram preparadas
em solucédo de 10-20 pL/min, utilizando MeOH como solvente. Os HR-MS
foram obtidos em UHPLC-LT1 da Thermo Scientific.

Reapresentamos a Figura 13 com as estruturas da Markush e
numeragdes padronizadas que foram aplicadas para andlise dos espectros de
RMN.

Figura 13 - Estrutura de Markush com numeracéao para os espectros de RMN
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8.2 METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

O derivado 3-pentadecilfenol (LDT10, 26), também denominado
cardanol saturado, foi obtido comercialmente da Sigma-Aldrich® com pureza
de 90 %. 26 foi recristalizado em hexano e posteriormente caracterizado por
RMN de 'H, RMN de 3C e espectrometria de massas para confirmacéo da

estrutura e verificagcdo da pureza.
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3-Pentadecifenol (LDT10, 26)
OH Sélido bege
Rendimento: 80 %
Rt 0,35 (Hex:DCM; 1:1)
Ponto de fuséo: 44-45 °C

CqsH
15778t Férmula Molecular: C21H3z6O

Massa molar: 304,52 g/mol

RMN de 'H (500 MHz, CDCls): & 0,92 (t, J = 6,8 Hz, 3H, 15'); 1,29-1,33 (m,
24H, 3-14’); 1,60-1,61 (m, 2H, 2'); 2,58 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1); 6,67-6,69 (m,
2H,2 e 6); 6,79 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 4): 7,16 (t, J = 7,7 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCl3): & 14,3 (CHs, 15'); 22,9 (CHz, 14’); 29,6-29,9
(CHz, 3-12'); 31,5 (CHz, 2); 32,2 (CHz, 13’); 36,0 (CHz, 1'); 112,8 (CH, 6);
115,6 (CH, 2); 121,2 (CH, 4); 129,5 (CH, 5): 145,2 (CH, 3); 155,6 (C, 1).

MS (ESI) m/z: 303,55 [MH], 607,16 [2MH].

8.2.1 Obtencao do derivado 2-hidréxi-4-pentadecilbenzaldeido (LDT77,
29)

OH O OH

MgBr,, TEA H
OH(CH,0)n _ H
THF,80°C,8h =

CysHa3z CysH3p

A um baldo de 250,0 mL foram adicionados 10,0 g do LDT10 (26)
(32,84 mmol), 9,15 mL de trietilamina (65,68 mmol), 12,1 g de brometo de
magnésio (65,68 mmol) e tetrahidrofurano anidro (150,0 mL). A mistura
permaneceu sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, por 60
minutos. ApoOs esse tempo foi adicionado, lentamente, 2,9 g de
paraformaldeido (98,51 mmol) e o sistema reacional mantido sob agitacao
magnética, refluxo a 80 °C, acoplado a condensador com resfriamento a — 10
°C, por 8 h. Apds esse periodo, o sistema reacional foi resfriado a temperatura
ambiente e, sob banho de gelo, a mistura foi acidificada com solugéo de HCI

a 50 % até pH 3,0 e extraida com acetado de etila (3 x 20,0 mL). As fracdes
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organicas reunidas foram lavadas com solugéo saturada de cloreto de sddio
(20,0 mL), tratadas com sulfato de sédio anidro e o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado em coluna cromatografica
contendo gel silica, eluida com mistura de hexano e diclorometano (1:1)
fornecendo o LDT77 (29).

2-Hidroéxi-4-pentadecilbenzaldeido (LDT77, 29)
@] OH
I Solido branco
H Rendimento: 84 %
Rt 0,73 (Hex:DCM; 1:1)
Ponto de fusdo: 48-50 °C
Formula Molecular: C22Hz602

CysHaz

Massa molar: 332,53 g/mol

RMN de 'H (300 MHz; CDClzs): 60,89 (t, J = 6,4 Hz, 3H, 15’); 1,26-1,30 (m,
24H, 3'-14’); 1,60-1,65 (m, 2H, 2°); 2,62 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1’); 6,80 (m, 1H, 2);
6,85 (dd, J=8,5Hz,J=1,3Hz, 1H, 4); 7,45 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 5); 9,83 (s, 1H,
CHO); 11,05 (s, 1H, OH).

RMN de 3C (75 MHz, CDClzs) &: 14,3 (CHs, 15’); 22,9 (CH2, 14’); 29,4-29,9
(CHz2, 3-12°); 30,9 (CH2, 2’), 32,1 (CH2, 13’), 36,6 (CHz, 1°); 117,3 (CH, 2);
119,0 (C, 6); 120,7 (CH, 4); 133,8 (CH, 5); 154,0 (C, 3); 162,0 (C, 1); 196,0
(C=0).

8.2.2 Obtencdo do derivado acido 2-hidroxi-4-pentadecilbenzdico
(LDT380, 28)

O OH (”) OH
H NaClOy(ag), NaH,PO4(@0) = HO
DMSO, DCM, t.a. 16 h
CisHzg CisH3s

A um baldo de 100,0 mL foi solubilizado 1,0 g do LDT77 (29) (3,01
mmol), diclorometano (20,0 mL) e DMSO (20,0 mL). Sob banho de gelo foi
adicionado solucgéo de clorito de s6dio 1 M (10,0 mL) e, lentamente, a solucao

de monofosfato de sédio 1 M (10,0 mL). A mistura permaneceu sob agitacao
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magnética, a temperatura ambiente, por 16 h. Apos esse periodo a mistura foi
acidificada com HCI 10 %, extraida com acetato de etila (2 x 20,0 mL). As
fases organicas foram reunidas e lavadas com solucéo saturada de cloreto de
sédio e tratada com sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado a
pressdo reduzida, o residuo purificado por recristalizacdo em hexano
fornecendo o intermediario LDT380 (28, acido isoanacardico)

Acido 2-Hidroxi-4-pentadecilbenzéico (LDT380, 28)

0 OH Sélido branco
| Rendimento: 89 %
HO Rt 0,67 (Hex:AcOEt; 1:1)
Ponto de fusdo: 91,9-93,9 °C
Cis5H31 Foérmula Molecular: C22Hz603
Massa molar: 348,53 g/mol

RMN de 1H (300 MHz, Piridina): 6 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15°); 1,31 (m, 24H,
3- 14); 1,63-1,67 (m, 2H, 2’): 2,63 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1°); 6,89 (dd, J = 7,3 Hz,
J=1,4Hz, 1H, 4); 7,13 (s, 1H, 2); 8,25 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 5); 11,04 (sl, 1H,
OH): 11,78 (sl, 1H, COOH)

RMN de 3C (75 MHz, Piridina): d 14,8 (CHs, 15°); 23,4 (CHz, 14’); 30,0-30,5
(CHz, 3- 12'); 31,7 (CH2, 2'); 32,6 (CH2, 13'); 36,8 (CHz, 1'); 113,2 (C, 6); 117,8
(CH, 2); 120,2 (CH, 4); 131,6 (CH, 5); 151,9 (C, 3); 163,5 (C, 1); 174,9 (CO2H).

8.2.3 Obtencao do LCC natural

O LCC natural foi obtido a partir da extracdo das castanhas de caju in
natura, adquiridas em Fortaleza. As castanhas foram cortadas (500,0 g) em
pequenos fragmentos, expondo o mesocarpo esponjoso, e adicionadas ao
extrator de soxhlet. O sistema foi acoplado a baldo de 1000,0 mL, ao qual foi
adicionado etanol absoluto (500,0 mL). O sistema ficou sob refluxo,
aguecimento com manta, condensador de bola e com sistema de resfriamento

a 10 °C por 24 h, observando-se ao final o esgotamento pelo sifdo. Apds esse
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periodo o sistema, o sistema foi resfriado a temperatura ambiente e separou-
se o extrato. O solvente foi evaporado a presséao reduzida, fornecendo o LCC
natural, como mistura de compostos fendlicos, entre eles o acido anacardico

(componente majoritario).

8.2.4 Obtencédo da mistura de &cidos Anacardicos (LDT11i, 17) a partir do

LCC natural

8
OH (? n=2/\/\/\/:\/\/\/
OH n=4 N N N T T T T

8 11 14
ClSH31-n n=6 /\/\/\/:\/:\/:

A um baldo de 250,0 mL foram adicionados 30,0 g de LCC natural e
15,0 g de [Ca(OH)2], previamente solubilizado em agua destilada (10,0 mL), e
200,0 mL da mistura de metanol e agua destilada na propor¢cédo de 6:1. O
sistema reacional foi submetido a refluxo por 3 h sob agitacdo magnética,
aguecimento em banho de 6leo a 80 °C, sistema de resfriamento do
condensador a 10 °C. ApOs esse periodo a reacdo foi resfriada para
temperatura ambiente e o precipitado foi filtrado a vacuo, fornecendo os sais
de anacardato de calcio. O sal foi transferido para um erlenmeyer de 250,0
mL, solubilizado em 150,0 mL de acetato de etila, e sob agitacdo magnética,
banho de &agua/gelo, foi adicionado solucdo de HCI 50 %, até pH 1,0,
favorecendo a liberagdo da mistura de &cidos anacardicos. A solucéo foi
transferida para um funil de separacéo, a fase organica foi separada, lavada
com solucgdo saturada de cloreto de sédio, seca com sulfato de sédio anidro.
O solvente foi evaporado a pressao reduzida e o residuo purificado em coluna
cromatografica de gel de silica, eluida com hexano e acetato de etila no
gradiente de 5 %, 10 %, 20 % e 50 %, fornecendo a mistura de &cidos

anacardicos em rendimento de 80 %, com Rf 0,35 (Hex:AcOEt; 8:2).



O 0 N o U b~ W

10
11
12

13

14

15

16

17
18
19
20
21
22
23
24

115

8.2.5 Obtencao da mistura de cardanois (LDT10i, 18)

OH =

CisHz1n n=6 - - -

A mistura de cardanois insaturados foi purificada a partir do LCC
técnico fornecido pela Resibras Industria de Castanha. A purificacdo foi
realizada por meio de coluna cromatografica em gel de silica, eluida com
hexano, fornecendo a misturas de cardanois em rendimento de 80 % em
relacdo a massa total aplicada na coluna. A mistura néo foi caracterizada por
métodos espectrométricos, mas foi comparada com padrdo do laboratério,

apresentando Rf 0,35 (DCM:Hex; 1:1) compativel com o padrao.

8.2.6 Obtencdo do derivado acido 2-hidroxi-6-pentadecilbenzoico

(LDT11, 27)

HO O HO ﬁ
OH H, (60 psi), Pd/C OH
EtOH,ta.6h =
Ci5H31n CisH31
n=2,4e6

Ao frasco de hidrogenacédo foram adicionados 2,0 g da mistura de
acidos anacardicos (~ 5,60 mmol), 0,1 g do catalisador paladio carvdo a 10%
(Pd/C) e etanol (50,0 mL). A atmosfera do sistema reacional foi alterada para
hidrogénio por duas trocas consecutivas a 10 Psi em reator Paar. A seguir 0
sistema de hidrogenacao foi submetido a pressdo de 60 psi de hidrogénio e
em 10 min ajustado novamente para 60 psi de hidrogénio, permanecendo a
temperatura ambiente, sob agitacéo, por 6 h. ApGs esse tempo a mistura foi
filtrada para remocédo do catalisador. O solvente foi evaporado a pressao



O 00 N O

10
11
12
13
14
15
16
17

18

19

20

21

22
23

116

reduzida e o residuo obtido foi recristalizado em hexano fornecendo o acido
anacardico saturado LDT11 (27).

Acido 2-Hidroxi-6-pentadecilbenzéico - LDT11 (27)

Solido Branco
HO © Rendimento: 90 %
RF: 0,48 (Hex:AcOEt; 8:2)
Ponto de fusdo: 81°C-84 °C

CisHzp Formula Molecular: C22Hs603

OH

Massa molar: 348,52 g/mol

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3): & 0,89 (t, J = 6,5 Hz, 3H, 15°); 1,26 (m, 24H,
3-14’); 1,60 (i, J = 6,6 Hz, 2H, 2); 3,00 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1’); 6,79 (d, J = 7,4
Hz, 1H, 6); 6,89 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 4); 7,37 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 5); 10,72 (s,
ArOH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15°); 22,9 (CHz, 14); 29,6-30,0
(CHz, 3-12’); 32,1 (CHz, 13’); 32,2 (CHz, 2’); 36,7 (CHz, 1'); 110,6 (C, 2); 116,1
(CH, 6); 123,0 (CH, 4); 135,6 (CH, 5); 148,1 (C, 3); 163,8 (C, 1); 176,5
(ArCOzH).

8.2.7 Obtencdo dos intermediérios 2-hidroxi-6-pentadecilbenzoato de
metila (LDT29, 30) e 2-hidroxi-4-pentadecilbenzoato de metila (LDT381,

31)

HO HO
Z W Z w
MeOH, H,SO,
70°C, 18h
CisHa1 Ci5H31
LDT11 (27) Z=H e W = COOH LDT29 (30) Z = H e W = COOCHj
LDT380 (28) Z = COOH e W = H LDT381 (31) Z = COOCHz e W = H
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A um baldo de 50,0 mL foi adicionada a mistura de acidos anacardicos
LDT11 (27) ou acidos isoanacardicos (LDT380, 28) (2,00 mmol), solubilizado
em metanol (16,0 mL) e adicionado sob banho de gelo H2SO4 (3,0 mL). O
sistema reacional permaneceu em refluxo, com sistema de resfriamento do
condensador a 0 °C e aquecimento em banho de 6leo a 70 °C, sob agitacdo
magnética por 18 h. A mistura foi extraida com diclorometano (3 x 10,0 mL) e
a fase organica lavada com solucdo saturada de cloreto de sodio (15 mL),
tratada com sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado a presséo
reduzida e mistura purificada em coluna cromatogréafica de gel de silica, eluida
com gradiente de hexano e acetato de etila 5 % a 40 %, fornecendo o LDT29

e LDT381 em rendimentos de 80 % e 90%, respectivamente.

2-Hidroxi-6-pentadecilbenzoato de metila (LDT29, 30)

Sdlido branco
HO O Rendimento: 80 %
| - RF: 0,60 (Hex:AcOEt, 8:2)
Ponto de fuséo: 37-40 °C

CreH Férmula Molecular: C23HzgO3
15781 Massa molar: 362,54 g/mol

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15°); 1,27-1,31 (m,
24H, 3-14%); 1,53 (qi, J = 7,1 Hz, 2H, 2); 2,89 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,97 (s,
3H, CO2CH3); 6,72 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 6); 6,84 (d, J = 8,28 Hz, 1H, 4); 7,29 (t,
J=8,0 Hz, 1H, 5); 11,09 (s, 1H, OH).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14’); 29,6-30,1
(CHz, 3-12’); 32,2 (CH2, 13"); 32,3 (CHz, 2); 36,8 (CHz, 1); 52,3 (CHs,
CO2CHa); 115,8 (CH, 6); 122,7 (CH, 4): 134,4 (CH, 5); 146,4 (C, 3); 162,8 (C,
1): 172,2 (CO2CHa).

MS (ESI) m/z: 361,49 [MH]
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2-Hidroxi-4-pentadecilbenzoato de metila (LDT381, 31)

Solido branco
O OH Rendimento: 90 %
Rr. 0,57 (Hex:DCM; 1:1)
O Ponto de fusdo: 40,6-42,6 °C
Formula Molecular: C23H3s0s3
CisH3 Massa molar: 362,55 g/mol

RMN de H (500 MHz, CDCls): & 0,89 (t, J = 6,6 Hz, 3H, 15'); 1,27-1,31 (m,
24H, 3-14’); 1,60-1,62 (m, 2H, 2'); 2,59 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1); 3,94 (s, 3H,
COOCHs3); 6,71 (d, J = 7,2 Hz, 1H, 5); 6,81 (s, 1H, 4); 7,73 (d, J = 8,1 Hz, 1H,
6); 10,72 (s, 1H, OH).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls): & 14,3 (CHs, 15); 22,9 (CHz, 14’); 29,5-29,9
(CHz, 3~ 12); 30,9 (CHz, 2'); 32,2 (CH2, 13'); 36,4 (CH2, 1'); 52,3 (CO2CHa);
110,2 (C, 6); 117,2 (CH, 2); 120,0 (CH, 4): 130,0 (CH, 5); 152,2 (C, 3); 161,8
(C, 1); 170,8 (CO2CHb).

MS (ESI) m/z: 361,50 [MHJ-.

8.2.8 Obtencdo da mistura de 3-metoxicardanois (LDT27i, 32) e de 2-

pentadecil-6-metoxifenilbenzoato de metila (LDT28i, 33)

OH ~o
w w
CHjl, K,CO3
(CH5),CO, 70°C, 20 h
C15H31n C15H31-n
n=2,4e6 n=2,4e6
LDT10i (18) W =H LDT27i (32) W=H
LDT11i (17) W = COOH LDT28i (33) W = COOCH,

A um baldo de 125,0 mL contendo mistura de Cardanois (LDT10i, 18),
ou mistura de Acidos Anacardicos (LDT11i, 17) (16,00 mmol) em acetona
(30,0 mL) foi adicionado K2COs (2 equiv., ou 3 equiv., respectivamente). A
solugcdo permaneceu sob agitagdo por 30 minutos a temperatura ambiente.
Ao final deste tempo foi adicionado o CHsl (64,00 mmol) e o sistema reacional
foi submetido a refluxo, com sistema de resfriamento do condensador a 0 °C

e aquecimento em banho de 6leo a 70 °C, sob agitacdo magnética por 24 h.
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Apés este tempo o solvente foi evaporado a pressado reduzida, a mistura
resultante extraida com diclorometano (3 x 15 mL) e as fases organicas
reunidas foram lavadas com solucéo saturada de cloreto de sédio (15 mL). A
fase organica foi tratada com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado
a pressao reduzida. A mistura resultante foi purificada por cromatografia em
coluna contendo gel de silica, eluida com mistura de hexanos e acetato de
etila no gradiente de 5 %, 10 %, 20 % para os derivados ésteres, fornecendo
3-Metoxicardanois  (LDT27i, 32), a mistura de 2-(pentadecil)-6-
metoxifenilbenzoato de metila (LDT28i, 33) em rendimentos de 80 % e 90 %.

8.2.9 Obtencéo dos derivados alcoois 8-(3-metoxifenil)octan-1-ol (LDT72,

34) e 2-(8-hidréxioctil)-6-fenilbenzoato de metila (LDT74, 35)

~o ~o
W 1. O4/0,, DCM:MeOH w
- 70 °C, 60 min >
2. NaBH,, MeOH:EtOH
C1is5H31n -70°C; ta. 18 h o OH
LDT27i (32) W =H LDT72 (34)W = H
LDT28i (33) W = COOCHg LDT74 (35) W = COOCH,4

A um baldo de ozondlise (250,0 mL) contendo 4,0 g da mistura 3-
Metoxicardanois (LDT27i, 32) ou da mistura de 2-(pentadecil)-6-
metoxifenilbenzoato de metila (LDT28i, 33), foram adicionados diclorometano
(30 mL) e metanol (30 mL). O sistema reacional foi resfriado em banho de
gelo seco/acetona a temperatura a — 70°C, sob agitacdo magnética e fluxo
continuo de ozénio (5 g/mL) por 60 minutos (3 x de 20”). O consumo do
material de partida foi acompanhado por CCD. Apds esse tempo a solugéo foi
transferida para um erlenmeyer de 1000,0 mL e, sob banho de gelo seco foi
transferida a solucdo de 3,8 g de borohidreto de sddio (101,16 mmol) em
metanol (30,0 mL) e etanol (30,0 mL), permanecendo sob agitacdo magnética
por 18 h. Apos esse periodo a mistura foi acidificada com solucdo de acido
cloridrico 50 % até pH 3,0 e o residuo foi extraido com diclorometano (3 x 20,0
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mL). As fases organicas foram reunidas, lavadas com solucdo saturada de
cloreto de sédio (15 mL), tratada com sulfato de sodio anidro e posteriormente
evaporada a pressao reduzida. O residuo foi purificado em coluna de gel de
silica, eluida com hexano e gradiente de acetato de etila 0 %, 5 %, 15 % e 25
%, fornecendo os derivado alcool 8-(3-metéxifenil)octan-1-ol (LDT72, 34), do
derivado alcool 2-(8-hidroxioctil)-6-fenilbenzoato de metila (LDT74, 35) como

6leos incolores e com rendimentos de 75 % e 85 %.

8-(3-Metoxifenil)octan-1-ol (LDT72, 34)

~o

Oleo incolor
Rendimento: 85 %
Rf:. 0,4 DCM

7 OH Formula Molecular: CisH240:

Massa molar: 236,33 g/mol

RMN de 'H (500 MHz, CDCla): & 1,33 (sl, 8H, 3°-6"); 1,54-1,63 (m, 4H, 2 e
7°): 2,59 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 1°); 3,64 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 8°); 3,80 (s, 3H, 1’);
6,72-6,74 (M, 2H, 2 e 6); 6,78 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 4); 7,20 (t, J = 8,2 Hz, 1H,
5).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls): & 25,9 (CHz, 3); 29,4 (CHz, 6'); 29,5 (CH2, 4');
29,6 (CHz, 5'); 31,5 (CH2, 2'); 32,9 (CHz, 7’); 36,2 (CH2, 1'); 55,3 (CH3, 1”);
63,2 (CHz, 8); 111,0 (CH, 6): 114,4 (CH, 2); 121,0 (CH, 4); 129,3 (CH, 5);
144,7 (C, 3): 159,7 (C, 1).

MS (ESI) m/z: 236,91 [M*H]*, 259,04 [M*Na]*.
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2-(8-Hidroxioctil)-6-metoxibenzoato de metila (LDT-74, 35)

Oleo incolor

Rendimento: 80 %

Rt 0,3 DCM

Formula Molecular: C17H2604

Massa molar: 294,39 g/mol

RMN de H (500 MHz, CDCls): & 1,30 (s, 8H, 3-6"); 1,51-1,56 (m, 4H, 2" e
7°): 2,53 (t, J=7,6 Hz, 2H, 1°); 3,61 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 8); 3,80 (s, 3H, 1°); 3,90
(s, 3H, CO2CHa): 6,75 (d, 2H, J = 8,3 Hz, 6): 6,81 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 4); 7,25-
7,28 (m, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCl3): & 25,3 (CHz, 3'); 29,4 (CHz, 6); 29,5 (CHz, 4');
29,5 (CHz, 5); 31,2 (CH2, 2'); 32,9 (CHz, 7’); 33,6 (CHz, 8'); 52,3 (CHs, 17);
56,2 (CHs, CO2CHs); 63,1 (CH2, 8); 108,5 (CH, 6): 121,6 (C, 2); 123,6 (CH,
4); 130,4 (CH, 5); 141,45 (C, 3); 156,4 (C, 1); 169,2 (C, CO2CHs)
MS (ESI) m/z: 294,83 [M*H]*, 317,18 [M*Na]*, 610,81[2M*Na]".
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8.2.10 Obtencéo dos lipideos fosfocolinicos a partir dos Intermediarios

fenolicos e alcoois

P N
HO oL 07 ™
€]
Z W 1) POCly, TEA, THF, atm Ar 7
2) Piridina, atm Ar >
3) Tosilato de Colina,
MSNT, Piridina, atm Ar
CisHaz1 CisHz1
LDT10 (26) Z=H,W=H LDT301 (21) Z=H,W=H
LDT29 (30) Z=H, W = CO,CH, LDT302 (22) Z=H, W = CO,CHg
LDT381 (31) Z=CO,CH3, W =H LDT303 (23) Z=CO,CH3, W =H
o ~o
W 1) POCl,, TEA, THF, atm Ar W
I (@]
2) Piridina, atm Ar - i | _
3) Tosilato de Colina, P N
7 TOH  MSNT, Piridina, atm Ar T>N07 107 e
(0]€)
LDT72 (34) W=H LDT304 (24) W=H
LDT74 (35) W = CO,CHs LDT305 (25) W = CO,CHj

Os intermediarios &lcoois LDT72 (34) e LDT74 (35) ou fenois LDT11
(26), LDT29 (30) e LDT381 (31) foram submetidos a fosforilacdo. A reacéo
ocorre em trés etapas, sendo que a primeira envolve o preparo de duas
solucgdes. Solugédo A: a um baldo de 50,0 mL foi adicionado 1 equivalente (1
eq) do intermediario alcool ou fenol (LDT72, LDT74, LDT11, LDT29 ou
LDT381), % do volume de THF (0,216 molL') e TEA (1,8 eq). Solucédo B: a
um baldo de 50,0 mL com THF (0,26 molL™?), foi adicionado o POCIz (1,6 eq),
sob agitacdo magnética, atmosfera de argbnio a 0 °C. A solucdo A foi
transferida para o funil de adicdo com equalizagcéo de presséo conectado ao
sistema e ajustado a adicdo de uma gota a cada 5 segundos, mantendo
agitagcdo magnética, e sistema a 0 °C. Apos finalizar a adicdo da solucao foi
transferido para o funil de adicdo % do THF calculado para a solugdo A e o
gotejamento ajustado para uma gota a cada 10 segundos. Apés finalizar a
adicao o sistema evoluiu para temperatura ambiente, mantendo-se a agitagéao
magnética por 40 minutos. Apos esse periodo realizou-se uma CCD eluida

com éter de petroleo e acetato de etila (8:2) utilizando como referéncia o
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produto de partida, tendo sido observado reducéo do Rf, com consumo de
todo produto. Adicionou-se entdo agua ao sistema reacional, a 0 °C, em
guantidade suficiente para observar desativacao do excesso de POCIs. ApdOs
esta etapa, a solucdo resultante foi extraida com acetato de etila (2 x 20,0
mL), diclorometano (2 x 20,0 mL). As fases organicas foram reunidas, tratadas
com sulfato de sédio anidro e evaporada a pressao reduzida, fornecendo o

intermediario fosforilado.

A um baldo de 50,0 mL foi adicionado o intermediério fosforilado obtido
na primeira etapa, solubilizado em piridina (0,13 molL?), sob atmosfera de
argonio. A mistura ficou sob agitacéo, a 55 °C por 3 h. Apos esse tempo, a
reacao foi resfriada para temperatura ambiente e a piridina foi posteriormente
evaporada a presséo reduzida. Foram realizados dois ciclos de adicdo de
piridina (1,5 mL) e evaporacéo do solvente a pressdo reduzida, para formacéao
do sal de piridinio. A seguir foi adicionado a piridina sob atmosfera de argénio
e o sistema ficou sob agitacdo por 10 min. Apds esse tempo, mantendo-se a
atmosfera de argdnio e a temperatura de 0 °C, foi adicionado o tosilato de
colina (1,4 eq), e posteriormente o MSNT (1-(2-mesitilenosulfonil)-3-nitro-1H-
1,2,4-triazola); 1,5 eq), lentamente, com pequenas por¢cbes a cada 40
segundos. O sistema reacional ficou sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 36 h, acompanhando por CCD. ApGs esse periodo foi
adicionado, a 0°C, a solucédo de 2-propanol/agua (7:3). A mistura ficou sob
agitacdo magnética por 30 min e ap0s esse tempo evaporou-se o solvente a
vacuo e o residuo foi purificado em coluna cromatogréfica de silica gel,
utilizando a mistura de diclorometano, metanol e solucdo de hidréxido de
amoOnia 25%, nos seguintes gradientes, respectivamente (90:10:1%),
(80:20:1%), (70:30:1%), (60:40:1%), (50:50:1%), (40:60:1%), fornecendo os

derivados fosfocolina.
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3-Pentadecilfenil(2-(trimetilamonio)etilfosfato (LDT301, 21)

N | Sélido branco
~

O/FI)\ O/\/(l:l)\ Rendimento: 52 %
Ooe Rf: 0,6 (MeOH)
Ponto de fuséo: baixo pf

CooH Formula Molecular: C26HasNO4P
15781 Massa molar: 469,65 g/mol

RMN de 'H (600 MHz, CDz0D): 50,92 (t, J = 7,2 Hz, 3H, H15’); 1,30-1,35 (m,
24H, 3-14’); 1,61-1,64 (m, 2H, 2'): 2,60 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 1°); 3,19 (s, 9H, c),
3,64 (m, 2H, b); 4.36 (m, 2H, a); 6,93 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 5); 7,06 (d, J = 8,1
Hz,1H, 4); 7,09 (s, 1H, 2): 7,21 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 6).

RMN de 3C (75 MHz, CD3OD): & 14,5 (CHs, 15°); 23,8 (CHz, 14’); 30,5-30,6-
30,8 (CHz, 3-12’); 32,2 (CHz, 2'); 33,1 (CHz, 13’); 36,0 (CH2, 1’); 54,6 (CHs, C)
60,9 (CH2, b); 67,3 (CH2, a); 118,4 (CH, 6); 121,1 (CH, 2); 124,7 (CH, 4); 130,1
(CH, 5); 145,7 (C, 3), 154,0 (C, 1).

RMN de 3P (121 MHz, CDsOD): ¢ -5,64

MS (ESI) m/z: 470,40 [M*H]*, 492,25 [M*Na]*, 939,27 [2M*HJ",
961,41[2M+Nal*.

HRMS (m/z): [M+Na]* Calculado C2sH4sNNaO4P 492,32; Encontrado 492,32.

2-(Carbometoxi)-5-pentadecilfenil(2-(trimetilamonio)etilfosfato (LDT302, 22)

O | Solido branco
I _
o O/I?\O/\/g\ Rendimento: 28 %
| 0o Rf: 0,45 (MeOH)
0 Ponto de fus&o: baixo pf
Formula Molecular: C2sHsoNOsP
H31C15 Massa molar: 527,68 g/mol

RMN de *H (600 MHz, CD30D): 5 0,85 (t, J = 6,5 Hz, 3H, H15'); 1,23 (sl, 24H,
3-14); 1,50 (m, 2H, 2’); 2,50 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1°); 3,09 (s, 9H, c); 3,54-3,57
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(m, 2H, b); 3,65 (s, 3H, CO2CH3); 4,25 (m, 2H, a); 6,93 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 4);
7,24 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5); 7,38 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 6).

RMN de *3C (75 MHz, CDsOD): & 14,5 (CHs, 15’); 23,8 (CH2, 14’); 30,5-30,7-
30,8 (CHz, 3'-12’); 32,5 (CH2, 2’); 34,4 (CHz, 13’); 36,9 (CHz, 1’); 54,6 (CHs3, c)
60,9 (CHz, b); 67,4 (CH2, a); 118,2 (CH, 6); 125,17 (CH, 2); 127,2 (CH, 4);
131,3 (CH, 5); 142,6 (CH, 3), 150,8 (C, 1); 170,1 (C, CO2CH3)

RMN de 3!P (121 MHz, CDsOD): & -6.42

MS (ESI) m/z: 550,24 [M*Na]*.

HRMS (m/z): [M*Na]* calculado C2sHs0NNaOesP 550,32; encontrado 550,32.

2-(Carbometoxi)-5-pentadecil(fenil(2-(trimetilamonio)etilfosfato (LDT303, 23)

(I? | Solido branco
/ .
o O/IID\ O/\/g\ Rendimento: 48 %
| Oe Rf: 0,45 (MeOH)
~ :
O Ponto de fuséo: baixo pf
Formula Molecular: C2sHsoNOsP
CisH31

Massa molar: 527,68 g/mol
RMN de H (600 MHz, CDsOD): 6 0,91 (t, J = 6,9 Hz, 3H, 15’); 1,30-1,35 (m,

24H, 3’-14°); 1,65-1,67 (m, 2H, 2°); 2,65 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 1’), 3,26 (s, 9H, c);
3,74 (m, 2H, b); 3,86 (s, 3H, CO2CH?3); 4,50 (m, 2H, a); 6,99 (d, J = 8,0 Hz, 2H,
4), 7,46 (s, 1H, 2), 7,74 (d, J = 8,0 Hz,1H, 5).

RMN de 13C (75 MHz, CD3OD): ¢ 14,5 (CHs, 15’); 23,7 (CH2, 14’); 30,5-30,6-
30,7-30,8 (CH2, 3-12"); 32,1 (CHz, 2’); 33,1 (CH2, 13’); 36,9 (CH2, 1’); 54,6
(CHs, ¢) 61,1 (CHz2, b); 67,5 (CH2, a); 120,8 (CH, 6); 122,3 (CH, 2); 124,2 (CH,
4); 132,2 (CH, 5); 150,7 (CH, 3), 153,6 (C, 1); 167,5 (C, CO2CH?3)

RMN de 3P (121 MHz, CD3OD): & -6.02

MS (ESI) m/z: 550,32 [M*Na]*.

HRMS (m/z): [M*Na]* calculado C2sHso0NNaOeP 550,33; encontrado 550,33.
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8-(3-Metoxifenil)octil (2-trimetilamonio)etil fosfato (LDT304, 24)

~0 Oleo
Rendimento: 67 %
(”3 | P RF: 0,3 (MeOH)
o ||3\ o (’:')\ Formula Molecular: C2oHssNOsP
© Massa molar: 401,48 g/mol

RMN de 'H (600 MHz, CDsOD) o&: 1,30-1,39 (m, 8H, 3'-6’); 1,45-1,70 (m, 4H,
2-4’); 2,57 (t, 3 =7,5 Hz, 2H, 1°); 3,22 (s, 9H, c); 3,32-3,33 (m, 2H, 8’); 3,63
(sl, 2H, b); 3,77 (s, 3H, 17); 4,25 (sl, 2H, a); 6,71-6,75 (m, 3H, 4,5,6); 7,16 (t,
J=75Hz, 1H, 2).

RMN de *3C (75 MHz, CD30D) &: d 26,9 (CHz, 3’); 30,3 (CHz, 6’); 30,4 (CHz,
4’); 30,6 (CHz, 5°); 31,8 (CHz, 2°); 32,6 (CH2, 7°); 36,9 (CH2, 1’); 54,7 (CHs, c);
55,3 (CHs, 17); 60,2 (CH2, b); 66,9 (CH2, a), 67,5 (CH2, 8’); 111,9 (CH, 4);
115,1 (CH, 5); 121,8 (CH, 3); 130,2 (CH, 2); 145,6 (C, 6); 161,1 (C, 1).

RMN de 3P (121 MHz, CD3OD): & -0.04

MS (ESI) m/z: 402,24 [M*H]*, 424,22 [M*Na]*, 440,19 [M*K]*.

ESI-HRMS (m/z): [M+Na]* calculado C2sH3sNNaOsP 424,22; encontrado
424,22, [M+H]* calculado para C26H37NOsP 402,24; encontrado 402,24.

8-(3-Metoxi-2((metoxicarbonil)fenil)octil(2-(trimetilamonio)etilfosfato (LDT305,

25)
(0] ®) Liquido altamente viscoso
” Rendimento: 47 %
o~ ©
Y | _ RF: 0,25 (MeOH)
o ||3\ o g\ Férmula Molecular: C22HasNO7P
! 0o Massa molar: 459,52 g/mol

RMN de 'H (600 MHz, CD30D) &: 1,34-1,40 (m, 8H, 3’-6’); 1,56-1,66 (m, 4H,
2-4’); 2,53 (t, J=7,5Hz, 2H, 1°); 3,32 (s, 9H, c¢); 3,33 (m, 2H, 8’); 3,63 (sl, 2H,
b); 3,81 (s, 3H, OCHg); 3,88 (s, 3H, 1”); 4,26 (sl, 2H, a); 6,85-6,90 (m, 2H, 4 e
6); 7,32 (t, J = 7,5 Hz, 1H, 5).
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RMN de 3C NMR (75 MHz, CD30OD): & 26,9 (CH2, 3'); 30,3 (CH, 6’); 30,4
(CH2, 4°); 30,4 (CHz, 5’); 31,8 (CH2, 2); 31,9 (CH2, 7°); 34,3 (CH2, 1’); 54,7
(CHs, ¢); 56,4 (CHs, 1”); 60,2 (CH2, b); 66,9 (CH2, a), 67,5 (CHz, 8’); 109,7
(CH, 6); 122,6 (CH, 4); 131,6 (CH, 5); 142,2 (C, 3); 157,8 (C, 1); 170,7 (C,
CO2CHg).

RMN de 3P NMR (121 MHz, CD30D): -0.06

MS (ESI) m/z: 460,24 [M*H]*, 482,22 [M*Na]*, 498,20 [M*K]*.

HRMS (m/z): [M*Na]* calculado C22H3sNNaO7P 482,23; encontrado 482,23.

8.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA IN VITRO FRENTE A
TRYPANOSOMA  CRUZI, ALTERACOES MORFOLOGICAS E
ULTRAESTRUTURAIS EM EPIMASTIGOTAS E CITOTOXICIDADE DOS
ANALOGOS LIPIDEOS FOSFOCOLINICOS

Apos sintetizados e caracterizados por RMN de hidrogénio e carbono-
13 e por espectroscopia de massas os fosfolipideos LDT301 (21), LDT302
(22), LDT303 (23), LDT304 (24) e LDT305 (25) foram submetidos a ensaios
de atividade sobre T. cruzi. Inicialmente realizou-se triagem dos compostos
por meio do ensaio de viabilidade celular sobre células epimastigotas.
Posteriormente, os compostos que apresentaram reducdo da viabilidade
celular foram avaliados frente a atividade antiproferativa no estagio
epimastigota, assim com o efeito sobre a integridade da membrana plasmatica
de tripomastigotas, efeito sobre a proliferacdo de amastigotas, avaliacdo de
alteracdes ultraestruturais por microscopia eletronica de transmissao (MET) e
avaliacao de alteracdes morfoldgicas por microscopia eletronica de varredura
(MEV). Para os compostos que apresentaram melhor perfil realizou-se
também a avaliacdo da citotoxicidade em células da linhagem LLC-MK:2 e

células da linhagem HEPG2.
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8.3.1 Local do estudo

Os ensaios biologicos frente ao T. cruzi foram realizados no Laboratério
de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer, Instituto de Biofisica Carlos Chagas

Filho, na Universidade Federal do Rio de Janeiro.

8.3.2 Cepas do parasito e células utilizadas

Utilizou-se da cepa Y de T. cruzi nos trés estagios de desenvolvimento
(epimastigota, tripomastigota e amastigota intracelular) e as linhagens de
células LLC-MK2 (ATCC, CCL-7), oriunda de rim de macaco-Rhesus (Macaca
mulatta), utilizado para cultivo da forma tripomastigota em amastigotas; HFF-
1 (ATCC SCRC-1041) de fibroblasto de pele humana e HEPG2 (ATCC
HB8065) de hepatocarcinoma humano para avaliacdo da toxicidade hepatica.

As células LLC-MK2 e HEPG2 foram cultivadas em garrafas de cultura
celular (25 cm? ou 75 cm?) em meio RPMI 1640 acrescido de penicilina (100
U/mL), estreptomicina (130 mg/L) e suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (SFB). As culturas foram mantidas em atmosfera de 5 % de CO:2 a
37°C, com visualizacao diaria do crescimento em microscépio Optico invertido.
O mesmo protocolo foi usado para a linhagem HFF-1, no entanto, esta foi
cultivada em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium com 4mM de L-
glutamina e 4500 mg/L de glicose (DMEM High).

Epimastigotas foram cultivados a temperatura de 28 °C, com meio LIT
(“Liver infusion tryptose”) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB).
As formas tripomastigotas de T. cruzi foram mantidas em células da linhagem
LLC-MKz. Essas células foram cultivadas em garrafas de cultivo a 37 °C sob
atmosfera de 5 % de CO2. Em intervalos de 48 h, realizava-se a lavagem das
células, adigcdo do meio RPMI 1640 e suplementacdo com 10 % de SFB. Apés
o tempo supracitado observava-se a formacdo de monocamada confluente.
As células sao desprendidas da garrafa utiliznado tripsina (0,1 %) por 3
minutos a 37 °C e redistribuidas em novas garrafas (2x10% células) com
renovacdo do meio de cultura suplementado com 10 % de SFB. Apods a
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incubacédo de 24 h, as novas culturas séo infectadas com tripomastigotas de
T. cruzi. Essas células sédo incubadas por 2 h, lavadas com RPMI 1640, e
reincubadas por 120 a 168 h até a liberagdo de tripomastigotas no
sobrenadante. As tripomastigotas foram obtidas a partir do recolhimento do
sobrenadante das culturas, utlizadas para novos cultivos ou para
experimentos de avaliacdo de integridade de membrana plasmatica apos
tratamento com os compostos alvo. Nao foram utilizados parasitos liberados
apos 10 dias de infecgéo para evitar culturas mistas.

8.3.3 Composto teste

Os anélogos de fosfolipideos LDT301 (21), LDT302 (22), LDT303 (23),
LDT304 (24) e LDT305 (25) foram solubilizados em DMSO e submetidos a

diferentes avaliacdes.

8.3.4 Ensaios de viabilidade para triagem inicial dos compostos em
epimastigotas de T. cruzi

Foi realizado o teste de viabilidade por meio do método de reducao do
tetrazol MTS/PMS ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolium] metosulfato de fenazina), padronizado por
Henriques e colaboradores (2011) [80]. Utilizou-se da cultura de células com
densidade de 1x10° epimastigotas, cultivadas em meio LIT, suplementado
com 10 % de SFB. Os compostos foram adicionados em duas concentracdes
finais diferentes - 5,0 uM e 20,0 uM. As placas foram incubadas em estufa por
72 h, a 28 °C. Apos esse periodo, as células foram centrifugadas a 450 g (10
min) e lavadas com PBS-G (PBS suplementado com 6 mM de glicose, pH
7,4). Para realizar o teste de viabilidade, 100 uL de cada amostra preparada
foram transferidos para placas de 96 pocos transparentes (TPP), em triplicata.
Células nao tratadas também foram transferidas para a placa como controle,
assim como células previamente fixadas com paraformaldeido 0,4 % (controle
negativo - obtencéo de células inviaveis), diluido em PBS, por 10 minutos. Em
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seguida adicionou-se 20 uL da solugao de MTS/PMS em cada poco. As placas
foram incubadas a 28°C por 2-3 h, na auséncia de luz. Em seguida, realizou-
se a analise em leitor de microplacas Spectra Max Molecular Devices M2
(Molecular Devices, EUA) a 490 nm.

8.3.5 Avaliacdo da atividade antiproliferativa dos compostos no estagio
epimastigota de T. cruzi

Realizou-se a avaliacdo do efeito antiproliferativo dos compostos
LDT301 (21), LDT304 (24) e LDT305 (25) sobre formas epimastigotas,
considerando os resultados obtidos no teste de viabilidade celular. Diferentes
concentragcbes dos compostos (0,1 pM; 1,0 uM; 3,0 puM; 5,0 uM e 10,0 pM)
foram adicionadas em placas contendo 3x10° epimastigotas, em meio LIT
suplementado com 10 % de SFB, incubadas por 72 h, a 28 °C. A densidade
de células foi mensurada utilizando citémetro de fluxo BD Accuri™ C6 Plus —
contagem limite de 10000 eventos por segundo (maximo de 20 pL, com taxa
de fluidos na opgao “slow”). O experimento foi realizado em triplicata. O ICso
(concentracdo minima necessaria para inibir 50 % da proliferacao) foi
determinado utilizando os resultados do controle e das diferentes

concentracfes dos meios tratados.

8.3.6 Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica de

tripomastigota de T. cruzi tratados com os analogos fosfolipideos

Para avaliar a integridade da membrana plasmatica de tripomastigotas
de T. cruzi as células foram coletadas do sobrenadante da cultura de LLC-
MKz infectada conforme descrito no item 8.2.2. A cultura de tripomastigota foi
plagueada em meio RPMI 1640, suplementadas com 10 % de SFB, na
densidade 1 x 10’ celula/mL, na presenca dos compostos LDT304 (24) e
LDT305 (25), utilizando as diferentes concentracdes 1,0 uM; 3,0 uM; 5,0 uM
e 10,0 pM, incubados por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5 % CO2. Como
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controle positivo, os tripomastigotas foram incubados com 0,1 % de saponina.
Apébs esse tempo as células foram incubadas com iodeto de propideo (PI)
para posterior analise em citometria de fluxo. O experimento foi realizado em
triplicata.

8.3.7 Avaliagdo da proliferacdo de amastigota de T. cruzi tratados com

os analogos fosfolipideos

Amastigotas intracelulares foram obtidos por meio do cultivo em células
HFF-1 infectadas com tripomastigotas (1:10) por 24h. ApGs a diferenciacdo
em amastigotas os analogos LDT304 (24) e LDT305 (25) foram adicionados,
isoladamente, nas concentracfes 0,05 uM; 0,01 uM; 0,5 uM; 1,0 uM e 1,5 uM
ao meio. A avaliacao foi realizada ap06s 24, 48 e 72 h, as células hospedeiras
e amastigotas foram marcadas com Hoescht 33342 (1:5000), fotografadas em
microscépio Optico Leica 6000B e a proliferacdo celular de amastigotas
intracelulares foi avaliada por contagem de nucleos, com os resultados
expressos como numero de amastigotas por células hospedeiras infectadas

em comparagao com controles incubados sem tratamento.

8.3.8 Avaliacao da citotoxicidade dos compostos em células dalinhagem

LLC-MK2

A toxicidade dos compostos lipideos fosfocolinicos foi avaliada frente a
células LLC-MK2 utilizando o ensaio de MTS. A densidade de céulas de 2x103
célula/mL de LLC-MK2 foi cultivada em placas de 96 pocos contendo meio
RPMI, suplementado com 10 % FBS e mantidas a 37 °C, com atmosfera de
5% CO2. Ap6s 24 h de cultivo os compostos foram adicionados em diferentes
concentracbes LDT304 (24) e LDT301 (21) a 0,001 pM, 0,01 puM, 0,1 uM,
0,5uM e 1, 0 uM e 0 LDT305 (25) a 0,01 uM; 0,1 uM; 0,5 uM; 1,0 uM e 5,0
UM, mantidas por 72 h a 37 °C, com atmosfera de 5 % CO:2. A viabilidade
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celular foi avaliada pelo método MTS/PMS conforme protocolo descrito no
item 8.3.4. O experimento foi realizado em triplicata e a concentracao
citotoxica para reduzir 50 % da viabilidade (CC50) de células LLC-MK2 foi
determinada.

8.3.9 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos em células da

linhagem HEPG2

O potencial hepatotéxico in vitro dos compostos LDT304 (24) e LDT305
(25) foi realizado utilizando com base linhagens de células hepaticas HEPG2
por meio do ensaio de viabilidade celular de reducéo da resazurina (10mg/ml),
um corante azul ndo fluorescente que funciona como indicador redox
permeével. A biorredugéo desse indicador por células viaveis em cultura leva
a formacdo de um compostos pink fluorescente que permite a quantificacéo
de células viaveis [72]. A densidade de células utilizada foi de 1x10* HEPG2,
cultivadas em placas de 96 pocos, em meio RPMI suplementado com FBS e
incubado a 37 °C, a atmosfera de 5 % CO2. Apds 24 h de cultivo foram
adicionados os compostos em diferentes concentragdes, variando de 0,5 uM;
1,0 uM; 3,0 uM; 5,0 pM; 10,0 uM e 20,0 puM, considerando os testes de
viabilidade celular e proliferacdo de epimastigotas. Como controle, utilizou-se
células nao tratadas (controle positivo) e células previamente fixadas com 0,4
% de formaldeido (controle negativo — células ndo viaveis). ApGs 24, 48 e 72
h, 20 pL da solug&o de resazurina foram adicionados e as placas incubadas a
37 °C, a atmosfera de 5 % CO2 por 4 h. Apés esse tempo foram realizadas
leituras de absorbéncia a 570 nm e 600 nm. O experimento foi realizado em

triplicata.
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8.3.10 Avaliacdo de alteracdes ultraestruturais por microscopia

eletrénica de transmissao (MET)

Epimastigotas e células LLC-MK:z infectadas com amastigotas foram
cultivadas conforme descrito anteriormente. Apos 72 h de tratamento as
células foram lavadas com PBS e fixadas com glutaraldeido 2,5 %, em tampao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2, e formaldeido 4 %, pH 7,4. Apés a fixacdo, as
amostras foram lavadas trés vezes sequenciais com tampao cacodilato de
sédio 0,1 M, e pos-fixadas por 40 minutos em 1 % de tetroxido de 6smio e 1
% de ferrocianeto de potassio, em tampédo cacodilato de sodio 0,1 M na
auséncia de luz. Em seguida realizou-se nova lavagem e as amostras foram
desidratadas em acetona com série de 10 minutos cada, na concentracao de
30 %, 50 %, 70 %, 90 % e, por fim, 2 vezes a 100 %. Apés esta etapa, as
amostras foram incluidas em resina epoxi (Polybed 812®) seguindo o
protocolo: (12 etapa) inclusdo em solug&o contendo acetona absoluta e resina
epoxi (proporcdo de 2:1) por 8 h; (22 etapa) inclusdo em solug¢do contendo
acetona absoluta e resina (1:1) por 8 h; (32 etapa) acetona pura e resina epoxi
(1:2) por 8 h; (42 etapa) resina pura por 6 h. ApGs as etapas descritas as
amostras foram distribuidas em suportes contendo a resina epoéxi e levadas a
estufa a 60°C por 48 h, para polimerizagéo. Posteriormente as amostras foram
“trimadas”, cortadas em ultramicrétomo (Leica UCG6), coletando cortes
ultrafinos de 50-70 nm, montados em grades de cobre de 300 mesh e
contrastados com 5 % de acetato de uranila em agua destilada por 40, seguido
de citrato de chumbo por 5 minutos. Os cortes foram analisados e fotografados

em microscopio eletrénico de transmissao FEI Spirit, operando em 80 KV.
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8.3.11 Avaliacao de alteragc6es morfoldgicas por microscopia eletronica

de varredura (MEV)

Epimastigotas foram cultivadas conforme descrito anteriormente, na
presenca e auséncia de tratamento (controle). Apos 72 h as células foram
lavadas com PBS e fixadas com solugdo de glutaraldeido 2,5 % em tampéao
cacodilato 0,1 M, e sacarose 0,5 %. ApoOs a fixacdo, as amostras foram
transferidas para laminulas tratadas com Poli-L-lisina (0,1mg/ml) para adeséo,
durante 20 minutos. Apos esse tempo foram lavadas trés vezes com PBS, e
pos-fixadas por 40 minutos em 1 % de tetroxido de 6smio e 1 % de
ferrocianeto de potassio, em tampéao cacodilato de sddio 0,1 M, com protecdo
da luz. Em seguida, apds 3 novas lavagens, as amostras foram desidratadas
em séries crescentes de etanol (tempo de 10 minutos cada série) a 30 %, 50
%, 70 %, 90 % e, por fim, duas vezes a 100 %. ApOs a desidratacéo, as
amostras foram secas no equipamento de ponto critico (Leica em CPD030),
metalizadas com 5-10 nm de platina (Leica em SCD 500) e levadas para

analise no Microscopio eletrénico de varredura, operando a 80Kkv.

8.3.12 Andlises estatisticas

Andlises estatisticas foram realizadas com o programa GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software Inc., USA), aplicando teste de Andlise de
Variancia (ANOVA). Valores de p < 0.05 foram considerados como
significativos. A média e o desvio padrdo foram determinados a partir de trés

ensaios realizados de forma independente.
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8.4 AVALIACAO BIOLOGICA IN VITRO FRENTE AO LEISHMANIA
AMAZONENSIS, CITOTOXICIDADE, PERFIL HEMOLITICO E ANALISE DE
FLUIDEZ DE MEMBRANA POR RPE (RESSONANCIA PARAMAGNETICA
ELETRONICA) DOS ANALOGOS LIPIDEOS FOSFOCOLINICOS

Os analogos de fosfolipideos LDT301 (21), LDT302 (22), LDT303 (23),
LDT304 (24) e LDT305 (25) foram submetidos a ensaios de atividade sobre
Leishmania amazonensis, perfil hemolitico, citotoxicidade de macréfagos e
RPE. Inicialmente realizou-se triagem dos compostos por meio do ensaio de
viabilidade celular sobre células promastigotas em ensaios independentes
realizados na UFRJ e Universidade Federal de Goias. Posteriormente, os
compostos foram também avaliados quanto ao perfil hemolitico e perturbacao

da fluidez de membrana por RPE.

8.4.1 Local do estudo

Os ensaios biolégicos de viabilidade celular frente a L. amazonensis
foram realizados de forma independente no Laboratério de Ultraestrutura
Celular Hertha Meyer, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, na
Universidade Federal do Rio de Janeiro e no laboratério. Os ensaios de
viabilidade celular e antiproliferativo de L. amazonensis, perfil hemolitico e
capacidade perturbadora da membrana por meio de EPR foram realizados no
laboratorio de Biofisica do Instituto de Fisica da Universidade Federal de
Goias.

8.4.2 Cepas do parasito e células utilizadas

Para os ensaios realizados no laboratorio de Ultraestrutura Celular
Hertha Meyer da UFRJ foram utilizadas cepas MHOM/BR/75/Josefa de L.
amazonensis provinda da colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz
(code IOCL 0071-FIOCRUZ). As células foram mantidas por meio de
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inoculacdo na base da cauda de camundongo BALB/c. Para os ensaios
realizados no laboratério do biofisica da UFG foram utilizadas as cepas de
referéncia da OMS, L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa) e cepas L.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) expressando a proteina verde fluorescente
(“green fluorescent protein”- GFP). Os isolados encontram-se estocados,
congelados em nitrogénio liqguido 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 SFB inativado, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich). No 6° dia de
cultivo, com maior nimero de promastigotas metaciclicos infectantes, os
parasitos foram concentrados e a concentracdo de células foi estimada por
meio de contagens em camara de Neubauer para utilizacdo nos
experimentos. Linhagens de macrofagos de murinos J774.A1 foram obtidas
do banco de células do Rio de Janeiro (NCE/UFRJ). Os macrofagos foram
cultivados em meio RPMI-1640 suplementado com SFB 10 %, 2 mM de L-
glutamina, 11 mM de bicarbonato de sodio, 10 U/mL de penicilina e 10 ug/mL

estreptomicina a 36,5 °C com atmosfera de 5 % de COs-.

8.4.3 Ensaio de citotoxidade sobre promastigotas de Leishmania

amazonensis utilizando método MTS/PMS

O teste foi realizado no laboratorio de Ultraestrutura Celular Hertha
Meyer da UFRJ para avaliacdo da citotoxidade dos anélogos fosfolipideos em
cultura de células promastigotas por por meio do ensaio MTS/PMS [81].
Utilizou-se cultura de células com densidade de 1 x 106 em meio Warren,
suplementado com 10 % de SFB. Apos 24 h de cultivo adicionou-se as
concentragdes de 5,0 uM e 20,0 uM dos analogos ao meio de cultura. A
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viabilidade celular foi avaliada apdés 48 h do tratamento, quando todos os
grupos, incluindo os nao tratados, foram transferidos para placa de 96 pocos,
conforme descrito no item 8.3.2. Como controle negativo os parasitos foram
fixados com 0,4 % de formaldeido por 10 min a temperature ambiente, antes
da incubacdo. A quantificacdo da reacdo do ensaio de MTS/PMS foi
mensurada a 490 nm, em leitor de microplaca SpectraMax Mz2/M2
espectrofluorometer (Molecular Devices, United States). Esse ensaio é
utilizado no laboratorio para triagem e classificacdo dos analogos e selecao
dos melhores candidatos para as proximas etapas (avaliacao da citotoxidade
em amastigotas, macrofagos e alteracdo morfoldgica), devendo para isso
aparesentar inibicdo da viabilidade celular maior que 50% nas

concentracGes testadas.

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

amazonensis

O ensaio de atividade antiproliferativa foi realizado no laboratério de
biofisica da UFG utilizando o ensaio com MTT ((brometo de 3-(4,5-
dimetilltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol)) conforme procedimento descrito por
Moreira e colaboradores (2014) [26]. As promastigotas foram incubadas em
placa de cultura de 96 pocos, utilizando 100 pL de parasitos por amostra, na
concentracdo 1 x 107 parasitos/mL, suplementada com 20 % de SFB, por 24
h a 26 °C, na presenca ou auséncia dos analogos lipideos fosfocolinicos e da
miltefosina (controle positivo). As amostras e a miltefosina foram previamente
diluidas em etanol, na concentracéo estoque de 5 mg/mL e transferidas para
as placas em 6 concentracdes diferentes. Apds incubacéo foi adicionado a
placa solucdo de MTT e as células foram incubadas por 4 h. ApGs esse
tempo, para solubilizar os cristais de formazan formados pela redugéo do
MTT, foi adicionado SDS (duodecil sulfato de s6dio) a 10 % na placa e a leitura

da absorbancia foi realizada a 550 nm em um espectrofotdmetro de placas
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(Bio Tek — Power Wave XS). A percentagem de células viaveis foi calculada
em relacdo ao controle e a concentragcdo que inibe o crescimento dos
parasitos em 50 % (ICso) foi determinada ajustando as respostas das
diferentes concentracdes das moléculas teste com uma curva sigmoide. Com
0 objetivo de avaliar a relacdo de concentracdo célula dependente (aumento
do numero de parasitos x atividade antiproliferativa), o ensaio foi repetido nas

concentracdes de 1 x 107, 1 x 108 e 1 x 10° parasitos/mL.

8.4.5 Ensaio in vitro da citotoxidade em macroéfagos

Macrofagos J774.A1 na densidade de 1 x 10° celulas/mL, foram
tratados com diferentes concentracdes da miltefosina (8) e LDT304 (24) e
LDT305 (25), compostos que apresentaram maior atividade antiproliferativa.
Os compostos foram inicialmente dissolvidos/diluidos na mistura de
etanol/DMSO (1:1, v/v) a 25 mg/mL e entdo diluidos no meio de cultura
suplementado com SFB 10 %. As culturas de macrofagos (100 pL) contendo
6 diferentes concentracbes dos compostos foram preparadas em placas de
96 pocos e incubadas por 24 h a 36,5 °C. A viabilidade celular foi quantificada
pela reducdo do MTT a formazan, conforme descrito no item 8.3.4, alterando
a temperature de incubacgéo para 36,5 °C. A absorbéancia foi mensurada a 550
nm conforme descrito anteriormente e a concentracdo citotéxica em 50 %
(CCso) foi determinada ajustando as respostas das diferentes concentracdes

dos compostos teste com uma curva sigmoide.
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8.4.6 Citotoxicidade da miltefosina e dos analogos frente a amastigotas

intracelulares

O teste foi realizado no laboratorio de biofisica da UFG. Utilizando
linhagens de macrofagos de murinos J774.A1 infectadas com cepas de
promastigostas de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) expressando a proteina
verde fluorescente (GFP). As promastigotas foram cultivadas em meio grace,
conforme descrito anteriormente. Os parasitos foram selecionados usando 30
Mg/mL de higromicina B [82]. As linhagens de macréfago de murino J774.A1
foram cultivadas conform descrito no item 8.3.2. Os macrofagos foram
plagueados na densidade de 4 x 10° celulas/mL (cel/mL) e posteriormente
infectados com GFP-L. amazonensis (propor¢cao de 5 parasitos para um
macrofago), tendo como padrao o 6° dia de crescimento. Depois desse tempo,
as células foram lavadas com PBS (1 x) para remover 0s parasitos nao
internalizados e as amostras foram novamente incubadas por 24 h, na
presenca de diferentes concentracdes de miltefosina ou dos anélogos lipideos
fosfocolinicos, conforme condicbes do meio de cultura descritas
anteriormente. Apds esse tempo as amostras foram resfriadas a
aproximadamente 4 °C. As células aderidas foram removidas mecanicamente,
lavadas duas vezes com PBS, incubadas com paraformaldeido 1% e
posteriormente analizadas por citometria de fluxo no citbmetro de fluxo BD
Accuri™ C6 (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Os macrofagos foram
selecionados por dispersao frontal versus lateral (FSC vs SSC). Os dados
foram analizados usando o software FCS express (De Novo SoftwareTM,
Glendale, CA, USA). A porcentagem de células expressando GFP+ (% de
células infectadas) e a intensidade media de fluorescéncia (estimateda pela

guantidade de parasitos internalizados) foi avaliada.
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8.4.7 Andlise de fluidez da membrana de promastigotas de Leishmania

amazonensis por RPE (Ressonancia Paramagnética Eletrénica)

A avaliacdo da fluidez de membrana por RPE foi realizada no
laboratorio de biofisica da UFG. As promastigotas foram inicalmente tratadas,
isoladamente, com os compostos alvo, miltefosina (controle positivo) e etanol
(controle negativo). Para isso, as células foram inicialmente suspensas em
1,60 mL de meio Grace na concentracdo de 6,25 x 107 parasitos/mL, seguida
da adicéo de 9,6 pL da solucéo estoque dos derivados alvo ou a miltefosina
em etanol, na razdo de 25 mg/mL e em nova avaliacdo 50 mg/mL. Ap6és 1 h
de incubacéo a temperatura de 26 °C, o meio foi centrifugado a 18.600xg por
20 min, descartando-se o sobrenadante no volume de 1,55 mL. O precipitado
foi homogeneizada em um volume de 50 L, fornecendo a suspensao para
incorporacao do marcador de spin.

O marcador de spin 5-DSA foi incorporado na membrana de
promastigotas de Leishmania amazonensis conforme descrito por Moreira e
colaboradores (2014) [39]. Incialmente foi transferida uma aliquota de 1,0 uL
de uma solucéo estoque de 5-DSA em etanol (5 mg/mL) para um tubo de
ensaio, com posterior evaporagao do solvente, formando um fino filme do
marcador na parede do tubo. Ao tubo foi adicionado 50,0 pL da suspenséo de
parasitos, contendo 1,0 x 102 células em meio Grace (Sigma), previamente
submetidas ao tratamento com cada um dos compostos alvo, com a
miltefosina ou controle negativo (etanol), separadamente, em diferentes
concentracdes (1 x 10° moléculas/célula, 3 x 10° moléculas/célula e 5 x 10°
moléculas/célula — ajuste realizado dependendo do composto e do resultado
observado na concentracdo anterior no RPE). Apés a adicdo das
promastigotas foi realizada agitacdo suave no tubo para facilitar a
incorporagdo do marcador. Para as medidas de RPE, as amostras foram
transferidas para tubos capilares com 1 mm de diametro interno e os capilares

foram selados usando chama.



O 00 N oo v b~ W N R

[y
o

[y
=

12

13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29

141

Os espectros de RPE foram realizados em espectrometro Bruker ESP
300 (Rheinstetten, Alemanha) equipado com uma cavidade ER4102ST. Os
espectros foram adquiridos nas seguintes configuracfes experimentais:
poténcia de micro-ondas, 2 mW; frequéncia de modulacdo, 100 kHz;
amplitude de modulagéo, 1,0 G; varredura de campo magnético, 100 G; tempo
de varredura, 168 s; e temperatura da amostra, 26 ° C. Os espectros de RPE
foram simulados usando o software de minimos quadrados nao linear
(nonlinear least-squares — NLLS) desenvolvido por Freed JH e colaboradores
[83; 84]. Um dos principais parametros do NLLS apds o processo de best-fit é
o Rbar, a taxa de difuséo rotacional Browniana do spin [84; 85]. O Rbar foi

convertido para o tempo de correlagéo rotacional tc, usando a Equagéao 1:

Equacéao 1: Correlacao rotacional tc - Rbar

T. = 1
€™ 6Rbar’

No estudo o espectro best-fit foi usado para gerar o modelo de espectro

de dois componentes, que considera duas populacdes de spin labels com
diferentes estados de mobilidade. Em todas as simulagbes os principais
valores dos tensores g e A usados como components 1 e 2 foram os
seguintes: gxx (1) = gxx (2) =2,0078, gyy (1) = gyy (2) = 2,0058, gzz (1) = gzz (2)
=2,0028, Axx (1) =6,6 G, Ay (1) =7,0G, Az (1) =31,5G, A« (2) =55 G, Ay
(2) =55 G and Az (2) = 31,0 G. O NLSL permite o ajuste de minimos
guadrados para o programa de espectro de dois componentes experimentais,
produzindo os parametros tc; € Tc; dos menores (1) e maiores (2)
components, assim como a relative fracdo fi e f2 no espectro. Esses
parametros permitiram calcular o valor médio do parametro de movimento

usando a Equacéao 2 [86].

Equacéo 2: Componentes experimentais

Tc = fiTer + f2Tcz -
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De maneira similar, foi avaliado o efeitos dos compostos e da
miltefosina sobre a membrane de eritrocitos por meio do espectro de RPE e
com o spin label 5-DSA para os compostos LDT304 (24) e LDT305 (25). A
incorporacdo dos compostos e o método foi realizado conforme descrito
anteriormente, utilizando em substituicdo as promastigotas de leishmania a
suspensdo contendo 1 x 108 eritrécitos. Os eritrécitos foram tratados com a
miltefosina e o0os compostos alvo nas concentragbes de 1 x 10°
moléculas/célula, 3 x 10° moléculas/célula e 4 x 10° moléculas/célula
(dependendo do composto e do resultado observado na concentracao anterior
no RPE).

8.4.8 Ensaio de hemboélise

O ensaio de potencial hemolitico foi realizado no laboratério de biofisica
da UFG. O sangue foi coletado em tubos EDTA a vacuo. O volume de sangue
foi diluido em PBS (5 mM de fosfato, 150 mM NacCl, pH 7,4) e centrifugado a
800 x g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante removido por aspiracéo. Repetiu-
se 0 mesmo procedimento mais trés vezes, removendo o plasma e os
leucécitos. Os andélogos lipideos fosfocolinicos e a miltefosina foram
inicialmente dissolvidos em etanol:.DMSO (1:1 viv) a 25 ug/mL e
posteriormente diluidos em PBS em diferentes concentracdes finais. Ao meio
foi adicionado a suspensdo de eritrocitos (hematocrito final de 2 %). As
amostras foram incubadas por 2 h a 36,5 °C = 1 °C e, ap6és centrifugacéo, as
percentagens de hemolise foram determinadas com base na absorbancia da
hemoglobina no sobrenadante a 540 nm, ajustando curvas sigmoides sobre
os dados de concentracdo-resposta. A concentragdo hemolitica em 50%
(HCso0) foi determinada pela percentual de hemdlises versus a concentragdo

de cada composto analisado em uma curva sigmoide.

Diante do perfil observado, nova avaliacdo do perfil hemolitico foi
realizada para os compostos LDT304 (24) e LDT305 (25) foi repetido



© 00 N o u b~ W N R

N
= O

12

13

14
15
16
17
18

19
20
21

143

conforme procedimento acima, utilizando concentragbes maiores, e em
sangue total. Para avaliacdo em sangue total o plasma foi primeiro separado
do sangue por centrifugacdo a 1800 x g por 10 min a 4 °C. Depois, 58 pL da
amostra do plasma contendo diferentes concentragbes dos compostos foi
preparada e 42 pL de células sanguineas (100 %) foi adicionado a cada
amostra para reconstituir o sangue total. As amostras foram incubadas por 24
h, com agitacdo periddica durante o periodo. Apos incubacéo, 1,4 mL de PBS
foi adicionado a cada amostra e os ependorffs foram centrifugados (3500 x g
for 10 min). O percentual de hemolise foi determinado pela absorbancia da
hemoblobina livre no sobrenadante a 540 nm, conforme descrito acima,

permitindo a determinagcéo do HCso.

8.4.9 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em medias e o desvio padréo (+ DP) de trés
experimentos independents. Comparacao entre os diferentes grupos foi
realizada usando andlise de variancia (ANOVA) e teste Turkey's,

considerando a diferenca significativa entre os tratamentos de P < 0,05.
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ANEXO 1 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) — LDT10 (26)
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1 ANEXO 2 - Expanséo espectro de RMN H (500 MHz, CDCI3) — LDT10 (26)
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ANEXO 3 — Espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCls) — LDT10 (26)
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ANEXO 4 — Espectro de Massas — LDT10 (26)
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ANEXO 5 — Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) — LDT11 (27)
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1 ANEXO 6 — Espectro expandido de RMN H (300 MHz, CDCIl3z) = LDT11 (27)
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1 ANEXO 7 - Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCls) — LDT11 (27)
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1 ANEXO 8 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3) — LDT77 (29)
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ANEXO 9 — Expansédo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI3) — LDT77 (29)
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ANEXO 10 — Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCls) — LDT77 (29)
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ANEXO 11 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, Piridina) — LDT380 (28)
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ANEXO 12 - Expanséo espectro de RMN H (300 MHz, Piridina) — LDT380 (28)
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ANEXO 13 - Espectro de RMN de *3C (75 MHz, Piridina) — LDT380 (29)

LT 3800 {LUN ROMETRG - Uinks) [RMN 13C-CPORPYRE00K) Operador PATRICIA
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1 ANEXO 14 - Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) — LDT29 (30)
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ANEXO 15 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CDCls) — LDT29 (30)

LT 29 (LUIZ ROMEIRO/GABRIELA ~ UnB) [RMN 13C-CPDACDCIZ/303K] Oper. PATRICIA

2 o

- @ “ oo ~ .
o o g g 4 s £38z a R
s g b a 3 e~ B [ N a sddfayad =

190 180 170 160 150 140 130 120 1o 100 o« 80 70 o0 S0 40 w0 20 o ppm

167

167



168

ANEXO 16 — Espectro de Massas — LDT29 (30)

LDT-74_161219143034 #1 RT: 0.00 AV:1 NL: 5.83E4
T: [TMS + ¢ ESI Full ms [170.00-1200.00]

100 610.81
95
90
85
80
e 317.18
70
65
60
55
50
45
40 594.79

35
30 294.83

263.10
25

20
15

10 88542 g5 37

956.43

780.27 g56 91 1043.80 1176.35
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ANEXO 17 — Espectro de RMN de H (500 MHz, CDCls) — LDT381 (31)

LOT 381 (LUNE ROMEIROFELIPE — UnB) [AMN 1H, CDCI3] OPER. PATRICIA
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1 ANEXO 18 — Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCI3) — LDT381 (31)
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ANEXO 19 — Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCls) — LDT381 (31)

LT 381 (LU ROMEIROMFELIPE - UnB) [RMN 13C-CPI), CDCG] OPER. PATRICIA
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171

171



172

1 ANEXO 20 - Espectro de Massas — LDT381 (31)

LDT-381-NEG_161219151335 #3-4 RT: 0.04-0.06 AV: 2 NL: 4.33E3
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [170.00-1200.00]
100 361.50
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1 ANEXO 21 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) — LDT72 (34)
2 LET 72 (LUZ ROMEIRD - LinBl) [RMN 1M, COCIE] OPERADOR PATRICIA
e i EREEE

VAV WV
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ANEXO 22 — Espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCI3) — LDT72 (34)

LOT 72 (LUIE ROMEIRD — Links) [RMM 13C-CPD, CDCE) OPERADCR PATRICLA
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ANEXO 23 — Espectro de Massas — LDT72 (34)

LDT-72_161219131540 #1 RT: 0.00 AV:1 NL: 6.97E3
T: TMS + ¢ ESIFull ms [170.00-1200.00]
100 252.14
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ANEXO 24 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI3) — LDT74 (35)

LDT 74 (LUIZ ROMEIRO — UnB) [RMN 1H, CDCI3] OPER. PATRICIA

2774
2705
2613
2454
8185
8031
7618
7450
12

75

67

35

02
25452
2.5207
25138
8681
5671
6541
5418
627e
5144
3003

OOOOO
OOOOO

nnnnnnnnnnnnn

-

<
2
=S
<
<
S

ﬂ IL Ny A ILAJL_

'Y EY A AHAE

T T T T T T Y T
6.0 55 50 45 40 35 30 25 0 ppm

L T
80 75

176



177

ANEXO 25 — Espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3) — LDT74 (35)

LDT 74 (LUIZ ROMEIRO - UnB) [RMN 13C-CPD, CDCI3] OPER. PATRICIA
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ANEXO 26 — Espectro de Massas — LDT74 (35)

LDT-74_161219143034 #1 RT: 0.00 AV:1 NL: 5.83E4
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [170.00-1200.00]
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ANEXO 27 — Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDzOD) — LDT301 (21)
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ANEXO 28 — Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDsOD) — LD301 (21)
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1 ANEXO 29 — Espectro de RMN de 3!P (121 MHz, CD3OD) — LD301 (21)

MA-1-115-MF-300-PHOS-MD300 _Phosphoras_02
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ANEXO 30 — Espectro de Massas - ESI-MS - LDT301 (21)

NA_1_103#21 RT:0.20 AV:1 NL:6.76E7
T: FTMS + p ESIsid=35.00 Full ms [200.00-1000.00]
100 402.2402
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85
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ANEXO 31 - Espectro de Massas - ESI-HRMS - LDT301 (21)

NA_1 103 #21 RT:0.20 AV:1 NL: 6.76E7
T: FTMS + p ESIsid=35.00 Full ms [200.00-1000.00]
100 402.2402

95
90
85
80
75

424.2220

70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15

440.1960

10 624.8396

5 220.5972
l 365.1488 464.2536
0 (et |I| ; ! ' l_l ] l LJ L | | | L L

| |
250 300 350 400 450

| | |
550 600 650
183



184

ANEXO 32 — Espectro de RMN 'H (600 MHz, CDsOD) — LDT302 (22)
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ANEXO 33 — Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CD3OD) — LD302 (22)

Ma-1-117-MP-CARBON-300-MD300 _Carton_01
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1 ANEXO 34 — Espectro de RMN de 3!P (121 MHz, CD30D) — LD302 (22)

Mé-1-122-MF-PHOS-300-MD30D _Phosphorus_01
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ANEXO 35 — Espectro de Massas - ESI-MS — LDT302 (22)

NA-1-122-MF_170209175541 #1 RT. 0.00 AV:1 NL: 4.94E4
T: ITMS + ¢ ESI Full ms [125.00-800.00]

100 550.24
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15
10
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ANEXO 36 — Espectro de Massas - ESI-HRMS - LDT302 (22)

NA 1 113 #348-397 RT: 4.03-4.16 AV: 14 NL: 1.20E8
F: FTMS + p ESIsid=50.00 Full ms [200.00-700.00]

100 550.3258
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70
65
60
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50
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20
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ANEXO 37 — Espectro de RMN de H (600 MHz, CDsOD) — LDT303 (23)
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600

ANEXO 38 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CD30OD) — LD303 (23)
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1 ANEXO 39 — Espectro de RMN de 3P (121 MHz, CDsOD) — LD303 (24)

MN&-1-113-MF-300-PHOS-MD300 _Phasphorus_01
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1 ANEXO 40 - Espectro de Massas - ESI-MS - LDT303 (24)

3 NA_1 113 #348-397 RT: 4.03-4.16 AV: 14 NL: 1.20E8
F: FTMS + p ESIsid=50.00 Full ms [200.00-700.00]

100 550.3258
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1 ANEXO 41 - Espectro de Massas - ESI-HRMS - LDT303 (23)

NA_ 1 113#348-397 RT: 4.03-4.16 AV: 14 NL: 1.20E8
3 F: FTMS + p ESIsid=50.00 Full ms [200.00-700.00]
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ANEXO 42 — Espectro de RMN de H (600 MHz, CDsOD) — LDT304 (24)
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ANEXO 43 — Espectro de RMN 13C (75 MHz, CD3OD) — LD304 (24)
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ANEXO 44 — Espectro de RMN 31P (121 MHz, CDsOD) — LD304 (24)

Mé-1-103-300-PHOSHMD 300 _Phosphorus_01
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ANEXO 45 - Espectro de Massas - ESI-HRMS - LDT304 (24)

NA_1_103#21 RT:0.20 AV:1 NL: 6.76E7

T: FTMS + p ESIsid=35.00 Full ms [200.00-1000.00]
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ANEXO 46 — Espectro de RMN de H (600 MHz, CDsOD) — LDT305 (25)
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ANEXO 47 — Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CD3OD) — LD305 (25)

MA-1-117-MF-CARBCN-300-MD30D_Carbon_01
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ANEXO 48 — Espectro de RMN de 3!P (121 MHz, CDsOD) — LD305 (25)

M&-1-117-MF-300-PHOS-MD300 _Phosphonis_01
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ANEXO 49 - Espectro de Massas - ESI-MS — LDT305 (25)

NA_1 117 #22-76 RT:0.20-0.47 AV:30 NL: 3.99E7
F: FTMS + p ESIFull ms [100.00-1000.00]
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