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Relatério Descritvo da Patente de Invencdo para COMPOSTOS
ORGANOMETALICOS DE ANTIMONIO(V) CONTENDO LIGANTES
QUINOLONICOS E FLUOROQUINOLONICOS COMO AGENTES
QUIMIOTERAPICOS LEISHMANICIDAS

[001] O objeto da invengéo refere-se ao desenvolvimento de novos protétipos
de farmacos de facil obtencéo e alto rendimento, potentes e eficazes para o
tratamento da leishmaniose.

PROBLEMA QUE A INVENGAO SE PROPOE A RESOLVER

[002] A leishmaniose é a terceira mais importante doenga transmitida por vetor,
depois da malaria e doenga do sono africana, e esta em nono lugar em termos
de peso global de todas as doengas infecciosas e parasitarias (STOCKDALE, L.:
NEWTON, R. A Review of Preventative Methods against Human Leishmaniasis
Infection. PLOS Negl. Trop. Dis. v. 7, n. 6, p. 1-15, 2013). Faz parte do grupo de
doencgas extremamente negligenciadas, dentre as quais também est&o outras
doengas causadas por protozoarios da familia Trypanosomatidae, como a
doenga de Chagas e doenga do sono africana (CAVALLI, A.; BOLOGNESI, M.
L.; Neglected Tropical Diseases: Multi-Target-Directed Ligands in the Search for
Novel Lead Candidates against Trypanosoma and Leishmania. J. Med. Chem.
2009). Atualmente, cerca de 310 milhées de pessoas vivem em &reas de risco
de infecgéo por Leishmania. A leishmaniose afeta 98 paises e estima-se que
ocorrem anualmente cerca de 2 milhdes de novos casos, em que destes, 1,5
milhdes s&o de leishmaniose cutanea e 500 mil de leishmaniose visceral. Um
numero substancial de casos deixa de ser notificados, pois em apenas 32 dos
98 paises onde a doenga & endémica, a notificagéo é obrigatoria (DESJEUX, P.
Leishmaniasis: current situation and new perspectives. Comp. Immunol.
Microbiol. Infect. Dis. v. 27, p. 305-3018, 2004; SANTOS, D.O. et al.
Leishmaniasis treatment - a challenge that remains: a review. Parasitol. Res., v.
103, p. 1-10, 2008; GONZALEZ, U. et al. Interventions for American cutaneous
and mucocutaneous leishmaniasis (Review). 2. ed. Nova York: JohnWiley &
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Sons, 2009; MONZOTE, L. Current Treatment of Leishmaniasis: A Review. Open
Antimicrob. Agents. J., v. 1, p. 9-19, 2009; WHO: World Health Organization,
Leishmaniasis. Disponivel em: < http://www.who.int/leishmaniasis/en/>. Acesso
em 21 out 2013). Sao oficialmente reportados a cada ano, cerca de, 220 mil
casos de leishmaniose cutdanea e 58 mil casos de leishmaniose visceral
(STOCKDALE, L.; NEWTON, R. A Review of Preventative Methods against
Human Leishmaniasis Infection. PLOS Negl. Trop. Dis. v. 7, n. 6, p. 1-15, 2013).
[003] A forma mais comum de leishmaniose cutanea é caracterizada por lesées
ulcerativas na pele que se desenvolvem no local da picada do flebotomineo
vetor. Infecgdes bacterianas secundarias sdo comuns, causando dor e
incapacidade grave (GONZALEZ, U. et al. Interventions for American cutaneous
and mucocutaneous leishmaniasis (Review). 2. ed. Nova York: JohnWiley &
Sons, 2009). A leishmaniose mucocutanea nunca cicatriza espontaneamente,
sendo comuns infecgdes secundarias dificeis de tratar. Caso a leishmaniose
mucocutanea néao seja tratada, pode causar desfiguragdo e em alguns casos
levar a morte (GONZALEZ, U. et al. Interventions for American cutaneous and
mucocutaneous leishmaniasis (Review). 2. ed. Nova York: JohnWiley & Sons,
2009; PIRES, A.M. et al. Aspectos Imunolégicos e Clinicos da Leishmaniose
Tegumentar Americana: UMA REVISAO. Rev. Ciénc. Salde. v. 14, n. 1, p. 30-
39, 2012). Além disso, Gonzalez e colaboradores (GONZALEZ, U. et al.
Interventions for American cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis
(Review). 2. ed. Nova York: JohnWiley & Sons, 2009) relataram a ocorréncia de
tentativas de suicidio devido ao estigma social associado a doenga. A mais grave
de leishmaniose é a visceral, sendo esta fatal em 85-90% dos casos n&o
tratados, e até 50% dos casos tratados (ASSIS, R.R. et al. Glycoconjugates in
New World species of Leishmania: Polymorphisms in lipophosphoglycan and
glycoinositolphospholipids and interaction with hosts. Biochim. Biophys. Acta., v.
1820, p. 1354-1365, 2012; STANLEY, A.C.; ENGWERDA, C.R. Balancing
immunity and pathology in visceral leishmaniasis. Immunol Cell Biol, v. 85, p.
138-147, 2007; GRIENSVEN, J. V.; DIRO, E. Visceral Leishmaniasis. Infect Dis
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Clin N Am. v. 26, p. 309-322, 2012; STOCKDALE, L.; NEWTON, R. A Review of
Preventative Methods against Human Leishmaniasis Infection. PLOS Negl. Trop.
Dis. v. 7, n. 6, p. 1-15, 2013).

[004] Alem dos fatos apresentados acima que demonstram a expansao mundial
e a gravidade da doenca, outro fator que justifica o estudo e desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento da leishmaniose, se baseia no fato de que os
farmacos disponiveis no mercado sdo em sua totalidade téxicos e desencadeiam
graves efeitos adversos.

ESTADO DA TECNICA

[005] Basicamente o tratamento da leishmaniose esta dividido em dois grupos
de medicamentos, os antimoniais € os nao-antimoniais. De forma geral, os
farmacos disponiveis no mercado apresentam varios problemas, pois sdo
toxicos e causam muitas reagdes adversas. Entre os farmacos nao-antimoniais
estdo: a pentamidina, anfotericina B, miltefosina e paromomicina (SANTOS, D.O.
et al. Leishmaniasis treatment - a challenge that remains: a review. Parasitol.
Res., v. 103, p. 1-10, 2008; GRIENSVEN, J. V.; DIRO, E. Visceral Leishmaniasis.
Infect Dis Clin N Am. v. 26, p. 309-322, 2012).

[006] A pentamidina € administrada exclusivamente por via intravenosa ou
intramuscular, sendo muito utilizada em pacientes ndo responsivos aos
antimoniais. Geralmente o tratamento causa dor no local da aplicagao, mialgias,
nauseas, dores de cabega, hipotensao, taquicardia e pancreatite (MONZOTE, L.
Current Treatment of Leishmaniasis: A Review. Open Antimicrob. Agents. J., V.
1, p. 9-19, 2009; MITROPOULOS, P. et al. New World cutaneous leishmaniasis:
Updated review of current and future diagnosis and treatment. J. Am. Acad.
Dermatol. p. 309-322, 2010). Devido a toxicidade do tratamento com a
anfotericina B € necessaria a internagdo do paciente para sua realizagdo. Os
principais efeitos adversos relacionados ao uso da anfotericina B sao: febre,
calafrios, tromboflebite, miocardite, hipocalemia severa, disfungdo renal,
podendo levar a morte (MITROPOULOS, P. et al. New World cutaneous

leishmaniasis: Updated review of current and future diagnosis and treatment. J.
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Am. Acad. Dermatol. p. 309-322, 2010; GRIENSVEN, J. V.: DIRO, E. Visceral
Leishmaniasis. Infect Dis Clin N Am. v. 26, p. 309-322, 2012). A miltefosina,
Unico farmaco disponivel para administragdo por via oral, pode causar
perturbagdes gastrointestinais, distirbios renais, além de ser teratogénico
(MONZOTE, L. Current Treatment of Leishmaniasis: A Review. Open Antimicrob.
Agents. J., v. 1, p. 9-19, 2009; MITROPOULOS, P. et al. New World cutaneous
leishmaniasis: Updated review of current and future diagnosis and treatment. J.
Am. Acad. Dermatol. p. 309-322, 2010; GRIENSVEN, J. V.; DIRO, E. Visceral
Leishmaniasis. Infect Dis Clin N Am. v. 26, p. 309-322, 2012).

[007] Apesar de serem os medicamentos de primeira escolha para o tratamento
de todas as formas de leishmaniose, o uso dos antimoniais pentavalentes tém
uma série de limitagées. O tratamento dura pelo menos trés semanas, e os
farmacos s&o administrados diariamente por via parenteral, o que dificulta a
adesé@o do paciente ao tratamento. Sao relatados diversos efeitos adversos
sistémicos como nauseas, vomitos, mialgia, diarreia, erupgdes cutaneas,
hepatotoxicidade e cardiotoxicidade, sendo necessario o acompanhamento
meédico. Além disso, o aparecimento de resisténcia aos antimoniais disponiveis
no mercado constitui outro problema grave, principalmente na india (FREZARD,
F. et al. Pentavalent Antimonials: New Perspectives for Old Drugs. Molecules. v.
14, p. 2317-2336, 2009; GRIENSVEN, J. V.; DIRO, E. Visceral Leishmaniasis.
Infect Dis Clin N Am. v. 26, p. 309-322, 2012). Devido a estas limitages a OMS
recomenda e apoia a investigagdo de novos medicamentos contra a
leishmaniose. Uma estratégia & modificar medicamentos j4 existentes que levem
a obtengé@o de novas moléculas mais ativas e menos téxicas (FREZARD, F. et
al. Pentavalent Antimonials: New Perspectives for Old Drugs. Molecules. v. 14,
p. 2317-2336, 2009).

[008] Nos bancos de dados patentarios disponiveis pode-se encontrar uma
série de patentes que descrevem a aplicagdo de uma série de moléculas
puramente organicas ou contendo metais como agentes farmacolégicos com
atividade leishmanicida: BR1020120190958 (Compostos Hidrazida-N-
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Acilidrazonas, Processo De Obtengdo De Compostos Hidrazida-N-Acilidrazonas,
Uso De Compostos a Partir De Hidrazina-N-Acilidrazonas Para Tratamento De
Leishmaniose e Doenga De Chagas E Composigées Farmacéuticas Obtidas),
P11104710-0 (Formulagdes Farmacéuticas Contendo Extrato e/ou Fragdes
Ativas Das Folhas De Tephrosia Cinerea e Seu Uso No Tratamento Da Les3o
Leishmanidtica), PI0817954-9 (Uso Do 5-Hidroxi-2-Hidroximetil-(Gama)-Pirona
Como Agente De Ativagdo Do Macréfago No Combate Da Leishmaniose
Cuténea), Pl0604319-4 (Processo De Obtencdo De Derivados De N, N-
Diarilbenzamidinas e Uso Desses Derivados No Tratamento Da Leishmaniose),
P10602371-1 (Compostos a Base De Antiménio Em Estado Dissociado Para
Tratamento De Leishmaniose e Outras Doengas, Seus Processos De Obtengao
e Composigbes Farmacéuticos), PI0513549-4 (Composicdes Farmacéuticas
Para o Tratamento De Leishmaniose), PI0502172-3 (Processo De Formulagéo
Do Complexo De Inclusédo Do 3-(4'-Bromo-[1,1'-Bifenil]-4-IL)-3-(4-Bromofenil)-
N,N-Dimetil-2-Propen-1-Amina e R-Ciclodextrina e Atividade Tripanossomicida,
Antileishimaniase e Antimicobacteriana), P10409995-8 (Composto, e, Agente
Anti-Leishmania), Pl 9814815-0 (Agente Para O Tratamento De Leishmaniose
Com Um Derivado De Glicopiranose Como Ingrediente Eficaz). Em destaque, a
patente PI0602371-1 (Compostos a Base De Antiménio Em Estado Dissociado
Para Tratamento De Leishmaniose e Outras Doengas, Seus Processos De
Obtencdo e Composigdes Farmacéuticos) propée uma formulagdo com
farmacos antimoniais conhecidos a partir de sua associagdo com ciclodextrinas,
minimizando os efeitos colaterais desses farmacos e maximizando o grau de
absorgdo dos mesmos pelo organismo. Uma patente semelhante,
WO2006000069-A1 (Preparation of compounds used for preparing composition
for treating e.g. leishmaniasis, comprises mixing antimony derivatives with
cyclodextrins in aqueous solution or in solid state), descreve o uso também de
ciclodextrinas como agentes que auxiliam na absorgéo de sais de antiménio pelo
organismo. Outras patentes propdem a mesma estratégia, contudo empregando

tecnologia lipossomal no encapsulamento de farmacos antimoniais classicos,
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exemplos: US4186183A (Liposome encapsulated anti-leishmaniasis antimonial
drug - formed by wetting lipid film with drug soln., mixing and removing excess
drug soin.), EP72234A (Stable liposome(s) of antimony contg. drug - for
treatment of Leishmania infection), WO9604890-A1 (Vesicle formulation) e
US4594241 (Anti-leishmanial pharmaceutical formulations). Em ambito
internacional, a patente FR2101126-A (Antimony salt of 5-fluoro-8-
hydroxyquinoline - with amoebicidal, antibacterial, anti-parasiticidal and
anthelmintic activity) descreve a aplicagao de um protétipo de farmaco antimonial
trivalente contendo a forma aniénica do alcool 5-flior-8-hidroxiquinolina. Esse
composto se mostrou ativo contra nematoides intestinais e boa atividade
parasiticida, em especial contra a parasitas causadores de leishmaniose,
esquistossomose e filariose. A patente US3297531-A (Complexes of trivalent
antimony with penicillamine antiprotozoal anthe — Imintic) propée o uso de um
antimonial trivalente tendo a penicilina como ligante. Os inventores informam que
o0 composto apresenta boa tolerancia e pode ser usada no combate a
leishmaniose, filariose, entre outros. A patente Pl11106237-1A2
(Manocarreadores Formados Por Complexos Anfifilicos De Antiménio(V),
Processo De Obtengdo, Composicées Farmacéuticas e Uso) descreve a
formagéo de complexos antimoniais pentavalentes que podem ser entendidos
como nanocarreadores a depender da quantidade de surfactante presente no
meio. Essas nanoestruturas, além de apresentar atividade leishmanicida, tem a
habilidade de carrearem outros farmacos, também com atividade leishmanicida,
maximizando seu potencial de agdo. A patente JP2010254668-A (Water-soluble
pentavalent antimony containing compound useful in agent for treating
leishmaniasis, comprises sulfate group in axial ligand of phthalocyanine
complex ) propde o uso de um antimonial pentavalente contendo ftalocianinas
como ligantes e grupos sulfatos. Esses compostos apresenta uma desejavel
solubilidade em meio aquoso sem auxilio de surfactantes e apresentam uma boa
capacidade de redugcdo para a sua forma trivalente com maior agéo
leishmanicida em atmosfera redutora. A patente WO9006931 (Organo:metallic
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deriv. contg. arsenic or antimony - for treatment of parasitic disorders esp.
trypanosomiasis, leishmaniasis and filarioisis) propde a utilizagdo de compostos
organometalicos de antiménio(lll) contendo ligantes fenil substituidos e ligantes
quelatantes através da coordenacdo de atomos de enxofre e oxigénio. Esses
compostos tém atividade antiparasitaria, tendo sido testado contra a filariose,
esquistosomose e leishmania.

[009] Silva-Vergara e colaboradores demonstraram atividade da azitromicina
contra leishmaniose mucosa em trés pacientes idosos (SILVA-VERGARA, M.L.
et al. Azithromycin in he treatment of mucosal leishmaniasis. Rev Inst Med Trop
Sao Paulo. v. 46, n.3, p.175-7, 2004). Ponte-Sucre e colaboradores relataram
que promastigotas de varias espécies de Leishmania foram sensiveis aos
inibidores de canais de potassio, tal como, glibenclamida e da 4-aminopiridina
(PONTE-SUCRE, A. et al. Sensitivity of Leishmania spp. to glibenclamide and 4-
aminopyridine: a tool for the study of drug resistance development. Mem Inst
Oswaldo Cruz. v.92, n.5, p.601-6, 1997). Alrajhi e colaboradores verificaram que
o fluconazol reduziu as lesées em 79% dos pacientes com leishmaniose cutdnea
causada por L. major, sendo que os pacientes que receberam apenas o placebo
tiveram uma taxa de cura de 34%, mostrando a eficacia do tratamento (ALRAJHI,
AA. et al. Fluconazole for the treatment of cutaneous leishmaniasis caused by
Leishmania major. N Engl J Med. v.21, n. 12, p.891-5, 2002).

[010] Em um trabalho de revisdo de Rocha e colaboradores foi descrita uma
série de atividades leishmanicida para varios extratos de diferentes plantas, além
de diversas substancias isoladas como alcaloides, flavonoides, terpenos,
cumarinas, entre outros (ROCHA, L.G. et al. A review of natural products with
antileishmanial activity. Phytomedicine. v.12, n. 6, p.514-535, 2005). Melo e
colaboradores descreveram a atividade leishmanicida contra L. major dos
alcaloides cassina/espectalina obtidos de Senna spectabilis (MELO, G.M.A. et
al. Leishmanicidal activity of the crude extract, fractions and major piperidine
alkaloids from the flowers of Senna spectabilis. Phytomedicine. v. 21, p. 277-281,
2013).
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[011] Complexos metalicos também demostraram atividade leishmanicida.
Raychaudhury e colaboradores evidenciaram a atividade leishmanicida de
complexos de estanho contra amastigotas e promastigotas de L. donovani
(RAYCHAUDHURY, B. et al. Antiparasitic activity of a triphenyl tin complex
against Leishmania donovani. Acta Tropica. v. 95, n.1, p. 1-8, 2005). Outro grupo
sintetizou complexos carboxilados contendo estanho(lV) e decreveu a
promissora atividade contra L. tropica desses complexos (QURESHI, Q.H. et al.
Organotin(IV) complexes of carboxylate derivative as potential chemotherapeutic
agents against Leishmania. Inorg Chim Acta. v. 423, p. 220-228, 2014).

[012] Complexos metalicos de iridio e rodio, derivados da pentamidina, foram
descritos como ativos contra L. donovani (MBONGO, N. et al. In vitro sensitivity
of Leishmania donovani to organometallic derivatives of pentamidine. Parasitol
Res. v.83, n.5, p.515-17, 1997). Khan e colaboradores sintetizaram complexos
carboxilados a base de Sb"' com notavel atividade leishmanicida e antifingica
(KHAN, M.1. et al. In vitro anti-leishmanial and anti-fungal effects of new Sb'!
carboxylates. Organic and Medicinal Chemistry Letters. v.1, n.2, p. 1-7, 2011).
Complexos carboxilados de bismuto(lll) demonstraram significativa atividade
contra promastigotas de L. major em baixas concentragdes (ANDREWS, P.C. et
al. Anti-Leishmanial activity of homo- and heteroleptic bismuth(lll) carboxylates.
J Inorg Biochem. v.105, n.3, p.454-61, 2011).

[013] Benitez e colaboradores relataram a atividade contra promastigotas de L.
major do complexo oxidovanadio(IV) N-acilhidrazona, contendo o grupamento
fenila na sua esfera de coordenagéao. O valor de ICso para o complexo foi de 22,1
+ 0,6 UM (BENITEZ, J. et al. New oxidovanadium(lV) N-acylhydrazone
complexes: Promising antileishmanial and antitrypanosomal agents. Eur J Med
Chem. v. 62, p. 20 — 27, 2013). Complexos de paladio(ll) foram ativos contra
formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e a atividade dos
ligantes foi melhorada apés complexagdo (FRANCO, L.P. et al. Palladium(ll)
imine ligands cyclometallated complexes with a potential leishmanicidal activity
on Leishmania (L.) amazonensis. v. 22, p. Med Chem Res. 1049-105, 2013).
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Caballero e colaboradores sugeriram que complexos de lantanideos podem se
tornar farmacos antiparasitarios néo toxicos devido a relevante atividade destes
contra L. infantum, L. braziliensis e T. cruzi (CABALLERO, A.B. et al. Lanthanide
complexes containing 5-methyl-1,2,4 triazolo[1,5-a] pyrimidin-7(4H)-one and
their therapeutic potential to fight leishmaniasis and Chagas disease. J Inorg
Biochem. v. 138, p.39-46, 2014). Complexos de ouro(l) e ouro(lll) exibiram
significativa atividade contra formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, L. brasiliensis e L. major (MOTA, V.Z. et al. Gold complexes with
benzimidazole derivatives: synthesis, characterization and biological studies.
Biometals. v. 27, p. 183-194, 2014).

[014] Estudos apontam quinolonas e fluoroquinolonas como possiveis agentes
terapéuticos no combate a leishmaniose. Em um trabalho realizado por Romero
e colaboradores demonstraram que sete tipos de quinolonas e fluoroquinolonas,
entre as quais estdo o 4acido nalidixico, ciprofloxacino e norfloxacino,
apresentaram efeitos inibitérios seletivos em amastigotas intracelulares de L.
panamensis (ROMERO, I.C. et al. Selective Action of Fluoroquinolones Against
Intracelular Amastigotes of Leishmania (Viannia) panamensis in vitro. J.
Parasitol. v. 91, p. 1474-1479, 2005). O moxifloxacino foi ativo contra
promastigotas de L. tropica (LIMONCU, M.E. et al. Investigation of in vitro
Antileishmanial ~ Activity of Moxifloxacin, Linezolid and Caspofungin on
Leishmania tropica Promastigotes. Turkiye Parazitol. Derg. v. 37, p. 1-3, 2013).
Raether e coautores descreveram a atividade leishmanicida in vivo contra L.
donovani utilizando ofloxacino, ciprofloxacino e norfloxacino (RAETHER, W. et
al. Potent antibacterial fluoroquinolones with marked activity against Leishmania
donovani in vivo. Parasitol. Res. v. 75, p. 412-413, 1989).

[015] Atualmente tem crescido o niUmero de pesquisas sobre unidades quimicas
que tenham a habilidade de agir em miuiltiplos alvos moleculares, sendo esses
compostos denominados de multialvos. Os compostos multialvos apresentam
varias vantagens em relagéo aos que atuam em alvos Unicos visto que tendem
a aumentar a atividade, reduzir a resisténcia e diminuir as doses necessarias,
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reduzindo consequentemente as chances de desenvolvimento de efeitos
colaterais. Segundo Cavalli e colaboradores, ha uma forte indicagdo de que
compostos multialvos podem fornecer novas opg¢des para o tratamento de
doencgas parasitarias negligenciadas como a leishmaniose, malaria e doenga de
chagas (CAVALLI, A.; BOLOGNESI, M. L.; Neglected Tropical Diseases: Multi-
Target-Directed Ligands in the Search for Novel Lead Candidates against
Trypanosoma and Leishmania. J. Med. Chem. 2009). O grupo ainda destacou
que a estratégia multialvo foi utilizada na obtengéo de complexos de esteroides
com platina, que demonstraram maior atividade leishmanicida contra L.
mexicana que os compostos de partida (CAVALLI, A.; BOLOGNESI, M. L;
Neglected Tropical Diseases: Multi-Target-Directed Ligands in the Search for
Novel Lead Candidates against Trypanosoma and Leishmania. J. Med. Chem.
2009). Com base nessa estratégia fica clara a possibilidade de unir diferentes
compostos ativos contra Leishmania, como as quinolonas e fluoroquinolonas e
o antimdnio, com a finalidade de se obter um composto multialvo caracteristico,
mais ativo e menos toxico, sendo este o objetivo desta invengéo.

DESCRIGAO DA TECNICA

[016] A metodologia de sintese empregada para o preparo dos complexos
organometalicos de antimdénio contendo ligantes derivados de quinolonas e
fluoroquinolonas, objetos dessa patente, € baseada em procedimentos de
sintese classicos para a obtengdo de compostos organometalicos a base de
antiménio, exemplos: YIN, H.D. et al. Synthesis, characterizations and crystal
structures of new organoantimony(V) complexes with various isomers of
fluoromethylbenzoate ligands. Polyhedron. v. 28, p. 2919-2926, 2009; QUAN, L.
et al. Synthesis, characterization and crystal structures of tri- and
tetraphenylantimony(V) compounds containing arylcarbonyloxy moiety. J.
Organomet. Chem. v. 694, p. 3708-3717, 2009; e WEN, L. et al. Triphenyl
bis(2,4,5-trifluoro-3-methoxybenzoato) antimony(V). Acta Cryst. v. 64, p. 1303,
2008. A estrutura basica dos compostos objeto dessa patente € (RCOO)2SbR3,

onde R = metila ou fenial; e RCOO = a forma desprotonada de quinolonas e
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flouroquinolonas, tais como: acido Nalidixico, acido Oxolinico, acido Pipemidico,
acido Piromidico, Balofloxacino, Besifloxacino, Cinoxacino, Ciprofloxacino,
Clinafloxacino,  Enoxacino, Fleroxacino, Flumequina, Garenoxacino,
Gatifloxacino, Gemifloxacino, Grepafloxacino, Levofloxacino, Lomefloxacino,
Moxifloxacino, Nadifloxacino, Norfloxacino, Ofloxacino, Pazufloxacino,
Pefloxacino,  Prulifloxacino, = Rosoxacino, Rufloxacino, Sitafloxacino,
Sparfloxacino, Temafloxacino, Tosufloxacino, Trovafloxacino etc.

Exemplos de sintese dos protétipos de farmacos preparados

Derivados organometalicos trifenilicos:

[017] (Nal)2SbPhs, bis[1,4-Dihidro-1-etil-7-metil-1,8-naftirinin-4-ona-3-
carboxilato] de Trifenilantiménio(V);

[018] (Cip)2SbPhs, bis[1-Ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-
3-quinolinecarboxilato] de trifenilantiménio(V);

[019] (Nor)2SbPhs, bis[1-Etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-
quinolinecarboxilato] de trifenilantiménio(V).

[020] A estratégia de sintese para o complexo (Nal)2SbPhs foi a mesma
adotada para todos os complexos apresentados na Figura 1. Assim, a seguir é
descrita apenas a sintese dos complexo (Nal)2SbPhs e os demais seguem a
mesma estratégia. Em um baldo Schlenk de 100 mL adicionou-se 30 mL de
metanol seco sob atmosfera de argénio e 1,4 mmol (0,032 g) de s6dio metalico.
Apbs seu consumo, foi adicionado 0,5 mmol (0,127 g) de acido nalidixico, sendo
a solugado mantida sob agitagédo a temperatura ambiente por 0,5 h. Em seguida
adicionou-se 0,25 mmol (0,106 g) de dicloreto de trifenilantiménio(V). A mistura
foi mantida a temperatura ambiente sob agitag&o e atmosfera de argénio por 12
h. Por fim, o solvente foi retirado e o material seco em uma bomba de alto vacuo,
obtendo-se assim um sélido amarelo escuro que foi lavado com agua e
submetido novamente a secagem. Rendimento: 97%.

[021] Os complexos com derivados dos ligantes ciprofloxacino e norfloxacino
foram obtidos da mesma maneira, gerando dois sélidos amarelos e com
rendimentos quantitativos.
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[022] A Figura 1 mostra o esquema de sintese dos complexos (Nal)2SbPhs,
(Cip)2SbPhs e (Nor)2SbPhs,
Derivados organometalicos trimetilicos:

[023] (Nal)2Sb(CHa)s, bis[1,4-Dihidro-1-etil-7-metil-1,8-naftirinin-4-ona-3-
carboxilato] de Trimetilantiménio(V)
[024](Cip)2Sb(CH3)s, bis[1-Ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-

piperazinil)-3-quinolinecarboxilato] de trimetilantiménio(V)

[025] (Nor)2Sb(CH3)s, bis[1-Etil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-
quinolinecarboxilato] de trimetilantiménio(V)

[026] Para a sintese do complexo (Nal)2Sb(CHz3)s adicionou-se 20 mL de metanol
seco em um baldo Schlenk sob atmosfera de argénio. Posteriormente foi
adicionado ao balédo 0,7 mmol (0,016 g) de sédio metalico e esperou-se até que
o mesmo fosse totalmente consumido. Apds esse periodo foi adicionado 0,25
mmol (0,064 g) do &cido nalidixico, sendo a solugdo mantida sob agitagéo a
temperatura ambiente por 0,5 h. Em seguida adicionou-se 0,125 mmol (0,041 g)
de dibrometo de trimelantiménio(V). A mistura foi mantida a temperatura
ambiente sob agitagdo e atmosfera de argénio por 12 h. Por fim, o solvente foi
retirado e o material seco em uma bomba de alto vacuo, obtendo-se assim um
sélido amarelo claro. Os complexos com os ligantes ciprofloxacino e norfloxacino
foram obtidos da mesma maneira (Figura 2), sendo formados dois sélidos, creme
[(Cip)2Sb(CH3)3] e branco [(Nor)2Sb(CHas)s], respectivamente, todos com
rendimento quantitativos.

[027] A Figura 2 mostra o esquema de sintese dos complexos (Nal)2Sb(CH3)s,
(Cip)2Sb(CHs3)s e (Nor)2Sb(CHa)s.

Ensaios para avaliagdo da atividade leishmanicida de alguns dos
protétipos

Ensaios in vitro

Manutencao dos macréfagos e parasitos

[028] Foram utilizados macréfagos da linhagem J774 para os ensaios in vitro de

determinagéo da viabilidade celular e de infec¢éo. Essas células foram mantidas
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em garrafas de cultura em 5 mL de meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) com soro fetal bovino (SFB) a 10%. No momento do uso, as células
foram contadas, ajustadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB. As
espécies L. braziliensis (cepa MHOM/BR/01/BA788), L. amazonensis (cepa
MHOM/BR/87/BA125) e L chagasi (cepa MCAN/BR/89/BA262) foram utilizadas
para avaliagdo da atividade leishmanicida. As formas promastigotas foram
mantidas em garrafas de cultura em 5 mL de meio Schneider (Sigma) com 10%
de SFB em estufa BOD, a 27 °C. No momento do uso, os parasitos foram
colocados em tubos Falcon e centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspendido em
meio Schneider (Sigma). Fez-se, entédo, a contagem dos parasitos em camara
de Neubauer, para posterior plaqueamento das células e realizagdo dos
experimentos.

Ensaio de avaliagao da citotoxicidade contra formas promastigotas

[029] Formas promastigotas de L. braziliensis, L. amazonensis ou L.chagasi
numa concentragdo 10° parasitos/pogo em um volume de 200 pL foram
cultivadas em triplicatas em placa de 96 pogos com meio Schneider's
suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina, 2% de urina humana.
Diferentes concentracdes dos complexos: (Nal)2SbPhs, (Nal)2Sb(CHa)s,
(Cip)2SbPhs, (Cip)2Sb(CHs3)s, (Nor)2SbPhs e (Nor)2Sb(CH3)s; dos ligantes: acido
nalidixico, ciprofloxacino e norfloxacino; dos sais de antiménio Ph3:SbCl2 e
(CHa)3SbBr2 e do antimoniato de meglumina, farmaco padrdo utilizado como
referéncia, foram adicionadas aos pogos contendo as promastigotas e a placa foi
incubada em estufa BOD a 27 °C por 48 horas. Apds esse periodo, os parasitos
foram homogeneizados e 100 pL da suspenséo foi transferida para um tubo
contendo 10 mL de isoton. O numero de parasitos foi determinado em contador
automatico de células modelo CC530 (AVILA, J.L. et al. Specific inhibitory effect
of 3-deazaneplanocin a against several leishmania mexicana and leishmania
braziliensis strains. Am. J. Trop. Med. Hyg, V. 57, N. 4, P. 407-412, 1997; MELO,

G.M.A. et al. Leishmanicidal activity of the crude extract, fractions and major
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piperidine alkaloids from the flowers of Senna spectabilis. Phytomedicine. v. 21,
p. 277-281, 2013).

Ensaio de avaliacido da citotoxicidade contra amastigotas intracelulares
[030] Macréfagos foram contados e ajustados em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB na concentragéo de 10° células/mL e 500 ML dessa suspensao
foi distribuida em placa de 24 pogos (Nunc, Denmark). Os macréfagos foram
infectados com formas promastigotas de L. amazonensis, na fase estacionaria
de crescimento, numa proporgdo de 10 parasitos: 1 macréfago sobre laminulas.
Apbs 4 horas, os pogos foram lavados com Hank’s para remover as leishmanias
nao interiorizadas. As células foram tratadas com solugbes dos complexos
(Nal)2SbPhs, (Cip)2SbPhs, (Nor)2SbPhs e com o farmaco padréo antimoniato de
meglumina nas concentragdes de 100 uM, 10 pM e 1 MM e foram mantidas por
48 horas em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 7% de COs. Apobs
esse periodo, os pogos foram lavados com Hank’s para a remogao das
substancias. Os macréfagos foram fixados com metanol, em seguida as
laminulas foram coradas com panético e montadas sobre laminas. A avaliagao
do numero de macréfagos infectados e o numero de amastigotas em 100
macrofagos foi realizada com auxilio de microscépio dptico com objetiva de 100x
(6leo de imersao) (NUNES, M.P. et al. Cd40 Signaling Induces Reciprocal
Outcomes In Leishmania-infected macrophages; roles of host genotype and
cytokine milieu. Micro. Infect. v. 7, p. 78-85, 2005).

Ensaio de viabilidade celular

[031] O estudo de viabilidade de macréfagos frente aos complexos
(Nal)2SbPhs, (Cip)2SbPh3, (Nor)2SbPhs e antimoniato de meglumina foi
realizado utilizando o método de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlio). Neste ensaio, os macréfagos da linhagem J774 foram
plaqueados (5 x 10%/por pogo) e expostos a diferentes concentragbées dos
compostos (100, 10 e 1 uM) por um periodo de 48 horas. Os pogos controles
continham células cultivadas somente com meio de cultura e células cultivadas
na presenca do diluente das substancias DMSO. Apés o periodo de incubagéo,
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o sobrenadante foi descartado e sem seguida foi adicionado 200 pL da solucéo
de MTT (10% em meio DMEM) em cada pogo. As placas foram entdo
reincubadas durante 4 horas em estufa a 37 °C e a 5% de CO: e realizada a
leitura em espectrofotémetro a 490 nm. Os resultados foram expressos como
percentual de morte celular, considerando como controle 100% a contagem de
células viaveis em culturas ndo estimuladas (MOSMANN, T. Rapid colorimetric
assay for cellular growth and survival. J. Inmunol. Methods. v.65, p.55-63, 1 983).
Ensaios in vivo

Animais

[032] Camundongos BALB/C obtidos da Universidade de Campinas e Golden
Hamsters provenientes da Fiocruz-RJ, foram utilizados para determinar o efeito
terapéutico dos compostos selecionados nos modelos in vitro. Para avaliar o
efeito in vivo contra L. amazonensis, foram utilizados camundongos da linhagem
BALB/c (20-25 g) machos adultos jovens, com 6 a 8 semanas de idade. Para
avaliar o efeito in vivo contra L. chagasi, foram utilizados Golden Hamsters (20-
25 g) machos, adultos jovens, com 6 a 8 semanas de idade. Todos os ensaios
animais utilizados neste trabalho foram previamente aprovados pela Comisséao
de Etica para Utilizagao de Animais de Laboratério da UFAL (CEP N°2.2013).
Ensaio in vivo de infecgdo com L. amazonensis na orelha de camundongos
BALBI/c

[033] Formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/87/BA125) (105
células em 10 pL) foram inoculadas por via subcutdnea na orelha de
camundongos Balb/c. Foram utilizados 5 animais por grupo, estes resumem-se
a grupos tratados com o farmaco padrao antimoniato de meglumina, e com os
complexos (Nal)2SbPhs e (Nor)2SbPhs. Além, do grupo infectado/nao tratado e
grupo nao infectado. Apés uma semana de infecgdo, os animais comecgaram a
ser tratados com os complexos (Nal)2SbPhs e (Nor)2SbPhs, previamente
selecionados a partir de ensaios in vitro de viabilidade sobre formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e com o farmaco padrao
antimoniato de meglumina por via ip na dose de 30 pmol/kg. (adaptado de
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PEREIRA, J.C.M. et al. Antileishmanial activity of ruthenium(ll)tetraammine
nitrosyl complexes. Eur. J. Med. Chem. v. 45, p. 4180-4187, 2010).

[034] O tratamento foi realizado em uma Unica dose diaria por dia, durante 28
dias. O tamanho da les&o foi medido em mm duas vezes por semana durante o
periodo de tratamento, utilizando um paquimetro digital e expresso através da
diferenga entre a orelha infectada e a ndo infectada. Além disso, os animais
foram pesados durante o periodo do tratamento para verificar se houve alteragdo
significante no peso do animal. Ap6s as quatro semanas de tratamento os
animais foram anestesiados para realizagdo de pungdo cardiaca, o sangue
coletado foi centrifugado a 1500 rpm por cinco minutos para obtencdo do soro,
e com este, para analise de possiveis alteragées enzimaticas, foi realizada a
dosagem das concentragbes séricas de aspartato aminotransferase (AST),
alanino aminotransferase (ALT), creatinina e ureia segundo os procedimentos
descritos nos kits Doles para cada uma das enzimas acima citadas.
Posteriormente, as orelhas infectadas e os linfonodos drenantes foram
assepticamente retirados e macerados em Schneider (Sigma) para
determinagéo da carga parasitaria através da analise de diluigdes limitantes
(adaptado de PEREIRA, J.CM. et al. Antileishmanial activity of
ruthenium(ll)tetraammine nitrosyl complexes. Eur. J. Med. Chem. v. 45, p. 4180-
4187, 2010).

[035] Para quantificagdo dos parasitos nas orelhas infectadas e linfonodos
drenantes foi utilizada a técnica de diluigao limitante (TASWELL, C. Limiting
dilution assays for the separation, characterization and quantification of
biologically active particles and their clonal progeny. In: T.C. Pretlow, T.P. Pretlow
(Eds.), Cell Separation: Methods and Selected Applications. Academic Press,
Nova lorque, 1986, p. 109-145). As orelhas infectadas e linfonodos drenantes
foram retirados assepticamente e macerados em 1 mL de meio Schneider
(Sigma) com 10% de soro fetal bovino até a formagdo de uma suspenséo.
Posteriormente, 200 uL do macerado de cada amostra foi transferido para placa

de cultura de fundo chato de 96 pogos, em duplicata, representando a diluigao
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de 1:5. Realizou-se 11 diluigbes seriadas do macerado, utilizando a proporgéo
de 1:10. As placas foram incubadas em estufa BOD a 26 °C por 14 dias. Até o
décimo quarto dia de cultura, a quantidade de parasitos foi calculada
multiplicando o fator de diluigao 5, por 10 elevado a poténcia referente ao niumero

da ultima diluigéo que havia presencga de pelo menos um parasito (LIMA, 1997).
Ensaio de infecgéo visceral in vivo de golden hamsters com L. chagasi

[036] Com o objetivo de avaliar a atividade leishmanicida dos compostos,
golden hamsters machos com oito semanas de idade foram infectados pela via
intraperitoneal com 107 de promastigotas de L. chagasi na fase estacionaria
(DENISE, H. et al. Studies on the CPA cysteine peptidase in the Leishmania
infantum genome strain JPCM5. BMC Mol. Biol. v. 7, p. 42-48, 2006). Apds 45
dias da infecgao, os animais foram separados de forma randémicas em grupos
experimentais com 5 hamsters cada. Os animais receberam tratamento diario
por via intraperitoneal nas doses de 30 umol/kg/dia do complexo (Nor)2SbPh; e
150, 100 e 30 pmol/kg/dia de antimoniato de meglumina durante 15 dias. O grupo
controle recebeu o mesmo numero de injegdes com agua para inje¢do. Apos o
fim do tratamento, os animais foram sacrificados e a carga parasitaria no bacgo
foi avaliada através do método de diluigdes limitantes, como anteriormente
descrito (LIMA, H.C. et al. A simple method for quantifying Leishmania in tissues
of infected animals. Parasitol Today. v. 13, p. 80-82, 1997). A toxicidade dos
compostos também foi determinada através de dosagens bioquimicas no plasma
dos animais, usando kits comerciais (Doles Reagentes e Equipamentos para
Laboratérios, Ltda, Brazil).

Analise estatistica

[037] Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrio da média
(M £ E.P.M.) apés andlise estatistica empregando-se analise de variancia
(ANOVA) one-way seguido pelo pés-teste de Dunnett, onde as diferengas entre
as medias foram consideradas significantes quando p < 0,05 ao ser comparado
ao grupo controle. Foi determinada para os complexos, ligantes, sais de
antiménio e antimoniato de meglumina, a concentragao inibitéria 50 (Clso),
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concentragéo letal 50 (CLso) e o indice de seletividade (IS) leishmania/macréfago
J774.

RESULTADOS OBTIDOS

Resultado das sinteses dos novos protétipos de farmacos contra
leishmaniose

[038] (Nal)2SbPhs - Férmula molecular (F.M.): C42H37N4OsSb. Massa molecular
(M.M.): 814,18 g/mol. Anal. Elem. Teérico: C: 61,86; H: 4,57; N: 6,87; O: 11,77;
Sb: 14,93. IV (vmax/cm™', KBr); 1620 (v C=0); 740-690 (Phora do planc); 451 (v Sb-
0). RMN de 'H (400MHz, CD30D, ppm): 1,46 (t, 6H, H12, J = 7,15 Hz); 2,67 (s,
6H, H14); 4,53 (q, 4H, H11, J= 7,11 Hz); 7,33 (d, 2H, H6, J = 8,24 Hz); 7,63 (m,
9H, H3', H4' e H5’); 7,99 (m, 6H, H2’, H6’); 8,60 (d, 2H, H5, J = 8,18 Hz); 8,69 (s,
2H, H2). RMN de "3C (100MHz, CD30D, ppm): 15,60 (C12); 24,78 (C14); 47,40
(C11); 119,66 (C3); 121,84 (C10); 122,11 (C6); 130,72 e 132,64 (Ph); 135,58
(C5); 136,38 e 137,68 (Ph); 149,75 (C2); 150,07 (C7); 170,82 (C9); 172,73 (C13);
178,78 (C4).

[039] (Cip)2SbPhs - Formula molecular (F.M.): Cs2H49F2NsOeSb. Massa
molecular (M.M.): 1012,27 g/mol. Anal. Elem. Teérico: C: 61,61; H: 4,87; F: 3,75;
N: 8,29; O: 9,47; Sb: 12,01. IV (vmax/cm™', KBr): 1640 (v C=0); 740-690 (Phfora do
plano); 451 (v Sb-O). RMN de 'H (400MHz, CD3OD, ppm): 1,08 (m, 4Hcs,
Ciclopropil); 1,25 (q, 4Htrans, Ciclopropil, J = 6,32 Hz); 2,96 (tap, 8H, H16, H18));
3,18 (tap, 8H, H15, H19); 3,51 (m, 2Hgen, Ciclopropil); 7,38 (d, 2H, H8, J = 7,37
Hz); 7,55 (m, 9H, H3', H4’ e H5'); 7,86 (d, 2H, H5, J = 13,74 Hz); 7,92 (m, 6H,
H2’, HE’); 8,52 (s, 2H, H2).

[040] (Nor)2SbPhs - Férmula molecular (F.M.): CsoHagF2NsOeSb. Massa
molecular (M.M.): 814,18 g/mol. Anal. Elem. Teérico: C: 61,86; H: 4,57; N: 6,87;
O: 11,77; Sb: 14,93. IV (vmax'cm™!, KBr): 1620 (v C=0); 740-690 (Phfora do plano);
451 (v Sb-O). RMN de 'H (400MHz, CD30D, ppm): 1,49 (t, 6H, H12, J = 7,22
Hz); 3,02 (tap, 8H, H15, H17); 3,24 (tap, 8H, H14, H18); 4,36 (q, 4H, H11, J=7,22
Hz); 7,02 (d, 2H, H8, J = 7,22 Hz); 7,63 (m, 9H, H3’, H4’ e H5'); 7,96 (d, 2H, H5,
J = 13,74 Hz); 7,99 (m, 6H, H2’, H6’); 8,52 (s, 2H, H2). RMN de '3C (100MHz,
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CD30D, ppm): 14,85 (C12); 46,60 (C15, C17); 49,87 (d, C14, C18, 4Jcr = 2,15
Hz); 52,07 (C11); 105,88 (d, C8, 3Jcr=2,70 Hz); 113,65 (d, C5, 2Jcr = 23,08Hz);
118,46 (C3); 124,51 (d, C10, 3Jc-r = 6,79 Hz); 130,91, 132,97, 134,33 e 136,34
(Ph); 138,25 (C9); 146,67 (d, C7, 2Jcr = 10,87 Hz); 148,99 (C2); 154,76 (d, C8,
JcF = 246,63 Hz), 173,08 (C13); 177,04 (d, C4, “Jcr = 2,28 Hz).

[041] (Nal)2Sb(CHs)s - Formula molecular (F.M.): C27H31N4OsSb. Massa
molecular (M.M.): 628,13 g/mol. Anal. Elem. Teérico: C: 51,53; H: 4,97: N: 8,90;
0: 15,25; Sb: 19,35. IV (vmax/cm™', ATR): 1627 (v C=0); 749-703 (Phfora do plano).
RMN de 'H (400 MHz, CD3OD, ppm): 1,47 (t, 6H, H12, J = 7,10 Hz); 1,59 (s, 9H,
H1’); 2,68 (s, 6H, H14); 4,54 (q, 4H, H11, J=7,15 Hz); 7,34 (d, 2H, H6, J = 8,14
Hz); 8,61 (d, 2H, H5, J = 8,14 Hz); 8,76 (s, 2H, H2). RMN de '3C (100 MHz,
CDsOD, ppm): 4,99 (C1’); 15,64 (C12); 25,31 (C14); 47,44 (C11); 119,45 (C3);
121,88 (C10); 122,04 (C6); 137,68 (C5); 149,87 (C2); 149,95 (C7); 164,51 (C9);
172,79 (C13); 178,79 (C4).

[042] (Cip)2Sb(CHas)s - Formula molecular (F.M.): Cs2HasF2NsOeSb. Massa
molecular (M.M.): 828,23 g/mol. Anal. Elem. Tedrico: C: 61,61; H: 4,87 F: 3,75;
N: 8,29; O: 9,47; Sb: 12,01. IV (vmax/cm™', ATR): 1620 (v C=0); 740-703 (Phfora do
plano). RMN de 'H (400 MHz, CD3OD, ppm): 1,15 (m, 4Hgis, Ciclopropil); 1,34 (q,
4Hirans, Ciclopropil, J = 6,35 Hz); 1,59 (s, 9H, H1’); 3,04 (tap, 8H, H16, H18); 3,27
(tap, 8H, H15, H19); 3,60 (m, 2Hgen, Ciclopropil); 7,48 (d, 2H, H8 J = 7,47 Hz);
7,97 (d, 2H, H5, J = 13,69 Hz); 8,64 (s, 2H, H2). RMN de '*C (100 MHz, CD30D,
ppm): 3,96 (C1’); 8,65 (C12, C13); 35,77 (C11); 46,61 (C16, C18); 52,05 (d, C15,
C19,4JcrF = 4,42 Hz); 106,59 (d, C8, Jcr = 2,68 Hz); 113,25 (d, C5, 2Jc-F = 23,34
Hz); 117,70 (C3); 123,82 (d, C10, 3Jcr = 6,95 Hz); 140,14 (C9); 146,40 (d, C7,
2Jcr= 10,83 Hz); 149,08 (C2); 154,78 (d, C6, 'Jcr = 246,67 Hz), 173,13 (C14);
177,34 (d, C4, “Jc-r = 2,21 H2).

[043] (Nor)zSb(CHs)s - Férmula molecular (F.M.): CsoHasF2NsOsSb. Massa
molecular (M.M.): 814,18 g/mol. Anal. Elem. Teérico: C: 61,86; H: 4,57: N: 6,87;
O: 11,77; Sb: 14,93. IV (vmax/cm™!, ATR): 1620 (v C=0); 740-703 (Phora do plano).
RMN de "H (400 MHz, CD3OD, ppm): 1,50 (t, 6H, H12, J = 7,04 Hz); 1,59 (s, 9H,
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H1"); 3,03 (tap, 8H, H15, H17); 3,25 (tap, 8H, H14, H18); 4,37 (q, 4H, H11, J= 7,05
Hz); 7,02 (d, 2H, H8, J = 7,05 Hz); 7,99 (d, 2H, H5, J = 13,78 Hz); 8,57 (s, 2H,
H2). RMN de *C (100 MHz, CDsOD, ppm): 4,94 (C1’); 14,82 (C12); 46,62 (C15,
C17); 49,87 (d, C14, C18, “Je-r = 2,11 Hz); 52,06 (C11), 105,69 (d, C8, 3JcF =
2,67 Hz); 113,53 (d, C5, 2Jcr = 23,04Hz); 117,92 (C3); 124,42 (d, C10, 3Jc.F =
6,75 Hz); 138,10 (C9); 146,60 (d, C7, 2Jc-F = 10,76 Hz); 149,43 (C2); 154,49 (d,
C8, 'Jc.r= 246,41 Hz), 173,16 (C13); 177,25 (d, C4, *Jer = 2,20 Hz).
Resultados farmacolégicos

Ensaio de viabilidade de L. braziliensis, L. amazonensis e L. chagasi in vitro
[044] O efeito do acido nalidixico, (Nal)2SbPhs, (Nal)2Sb(CHs)s, ciprofloxacino,
(Cip)2SbPhs, (Cip)2Sb(CHs)s, norfloxacino, (Nor)2SbPhs, (Nor)2Sb(CH3)s, além
do farmaco padréo antimoniato de meglumina foi avaliado sobre o crescimento
de formas promastigotas de L. braziliensis, L. amazonensis e L. chagasi.
Segundo os dados descritos na Tabela 1, observar-se que os ligantes, acido
nalidixico e norfloxacino, foram capazes de inibir de forma significativa o
crescimento de formas promastigotas de L. brasiliensis com efeito maximo de
70,5+1,8%e60,9+18eClsode 0,6 +0,02uMe 0,2 + 0,05 MM. O ciprofloxacino
nao foi capaz de inibir o crescimento das formas promastigotas da espécie
supracitada. Os complexos (Nal)2SbPhs, (Cip)2SbPhs e (Nor)2SbPhs
demonstraram-se potentes e eficazes ao inibir o crescimento de formas
promastigotas de L. brasiliensis com Clso de 0,03 + 0,02 uM, 0,2 + 0,03 UM e
12,3 £ 1,3 UM e efeito maximo de 97,1 + 0,4%, 98,2 + 0,4% e 92,8 + 0,6%
respectivamente. Os complexos (Nal)2Sb(CHj3)s, (Cip)2Sb(CH3)s e
(Nor)2Sb(CHs)s ndo apresentaram atividade leishmanicida contra L. brasiliensis.
[045] A Tabela 1 mostra a determinagéo da poténcia (Clso) e efeito maximo do
acido nalidixico, (Nal)2SbPhs, (Nal)2Sb(CHs)s, ciprofloxacino, (Cip)2SbPhs,
(Cip)2Sb(CHs)s, norfloxacino, (Nor)2SbPhs, (Nor)2Sb(CHs)s, PhsSbClz,
(CHs)3SbBr2 e antimoniato de meglumina (todos nas concentragées de 100, 30,
10, 3,1, 0,3, 0,03 e 0,01 pM) sobre promastigotas de Leishmania braziliensis.
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Substancia Clso (uM £ E.P.M.)? | Efeito Maximo (%z E.P.M.)®
Acido Nalidixico 0,6 £ 0,02 70,5+1,8
(Nal)2SbPhs 0,03 £ 0,02 97,1+04
(Nal)2Sb(CHa)s >100 NA
Ciprofloxacino >100 NA
(Cip)2SbPh3 0,2+0,03 98,2+ 0,4
(Cip)2Sb(CH3)3 >100 NA
Norfloxacino 0,2%005 60,9+1,8
(Nor)2SbPhs 123213 92,8+0,6
(Nor)2Sbh(CHs3)s >100 NA
Ph3SbCl2 0,2 +£0,04 96,5+04
(CHz3)3SbBr2 >100 NA
Antimoniato de meglumina >100 NA

[046] Os resultados referem-se a: a Concentragéo inibitéria de 50 (Clso) do
crescimento de promastigotas calculada através de curvas concentragao-
resposta e expressa como média + erro padrao da média; b Efeito maximo (EM)
que € expresso como média do efeito maximo + erro padrdao da média em
triplicatas de um experimento representativo. Os valores de E.M. foram
considerados significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01 até a concentragao de
100 uM em relagéo ao grupo DMSO.

[047] No ensaio de viabilidade de formas promastigotas de L. amazonensis,
nenhum dos ligantes, acido nalidixico, ciprofloxacino e norfloxacino, foram
capazes de inibir o crescimento de formas promastigotas do parasito nas
concentragbes testadas. Os complexos (Nal)2SbPhs, (Cip)2SbPh: e
(Nor)2SbPhs, entretanto, demonstraram potente atividade leishmanicida com
Clso de 3,9 £ 1,6 uM, 4,4 £ 0,4 pM e 13,7 + 2,3 uM e efeito maximo de 95,3 +
09%, 96,3 + 02% e 959 + 0,1% respectivamente. Os complexos
(Nal)2Sb(CHza)s, (Cip)2Sb(CHs)s e (Nor)2Sb(CHs)s e o antimoniato de meglumina



22/35

n&o inibiram o crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis, assim
como observado para L. brasiliensis (Tabela 2).

[048] A Tabela 2 mostra a determinagéo da poténcia (Clso) e efeito maximo do
acido nalidixico, (Nal)2SbPhs, (Nal)2Sb(CHs)s, ciprofloxacino, (Cip)2SbPhs,
(Cip)2Sb(CH3)s, (Nor)2SbPhs,  (Nor)2Sb(CH3)s, PhsSbClz,
(CHs)3SbBr2 e antimoniato de meglumina (todos nas concentragdes de 100, 30,

norfloxacino,

10, 3, 1 e 0,3 pM) sobre promastigotas de Leishmania amazonensis.

Substancia Clso (uM £ E.P.M.)? | Efeito Maximo (% E.P.M.)®
Acido Nalidixico »>100 NA
(Nal)2SbPh3 39+1,6 95,3+0,9
(Nal)2Sb(CHa)s >100 NA
Ciprofloxacino >100 NA
(Cip)2SbPhs 44+04 96,3+0,2
(Cip)2Sb(CH3)3 >100 NA
Norfloxacino >100 NA
(Nor)2SbPhs 13,7223 95,9+0,1
(Nor)2Sb(CH3)s >100 NA
Ph3SbCl2 0,8+04 98,6 +0,2
(CHs3)3SbBr2 >100 NA
Antimoniato de meglumina | >100 NA

[049] Os resultados referem-se a: @ Concentragao inibitéria de 50 (Clso) do
crescimento de promastigotas calculada através de curvas concentragao-
resposta e expressa como média * erro padrao da média; ° Efeito maximo (EM)
que € expresso como média do efeito maximo + erro padrdo da média em
triplicatas de um experimento representativo. Os valores de E.M. foram
considerados significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01 até a concentragao de
100 uM em relagéo ao grupo DMSO.

[050] O efeito sobre o crescimento de formas promastigotas de L. chagasi do
acido nalidixico, (Nal)2SbPhs, (Cip)2SbPhs,

ciprofloxacino, norfloxacino,
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(Nor)2SbPhs e antimoniato de meglumina foi avaliado nas concentragdes de 100,
30, 10, 3, 1e 0,3 uM (Tabela 3). Assim como observado para promastigotas das
espécies L. braziliensis e L. amazonensis, o antimoniato de meglumina néo inibiu
o crescimento das formas promastigotas de e L. chagasi em nenhuma das
concentragbes testadas. Os ligantes, acido nalidixico, ciprofloxacino e
norfloxacino, ndo apresentaram atividade leishmanicida contra L. chagasi, como
observado para promastigotas de L. amazonensis.

[051] Os complexos (Nal)2SbPhs, (Cip)2SbPhs e (Nor)2SbPh3 foram capazes de
inibir de forma significativa as formas promastigotas do parasito. Todos tiveram
eficacia semelhante, com efeito maximo de 96,7 + 0,3%, 97,6 + 0,8% e 91,5 +
2,3% e Clso de 17,5 £ 0,6 uM, 8,4 + 0,2 uM e 9,5 + 0,3 uM, respectivamente.
Observa-se que complexos com as fluoroquinolonas de segunda geragéo
ciprofloxacino e norfloxacino foram mais potentes que o complexo com o acido
nalidixico. (Nal)2Sb(CHs3)s, (Cip)2Sb(CHs)s e (Nor)2Sb(CH3)3 ndo apresentaram
atividade leishmanicida, como observado para as demais espécies de
Leishmania testadas.

[052] A Tabela 3 mostra a determinagéo da poténcia (Clso) e efeito maximo do
acido nalidixico, (Nal)2SbPhs, (Nal)2Sb(CHs)s, ciprofloxacino, (Cip)z2SbPhs,
(Cip)2Sb(CHs)s, norfloxacino, (Nor)2SbPhs, (Nor)2Sb(CHs3)s, Ph3sSbClz,
(CH3)3SbBr2 e antimoniato de meglumina e pentamidina (todos nas
concentragbes de 100, 30, 10, 3, 1 e 0,3 pM) sobre de promastigotas de
Leishmania chagasi.

Substancia Cl,(uM £ E.P.M.)* | Efeito Maximo (%% E.P.M.)
Acido Nalidixico »100 NA

(Nal),SbPh, 17,5+0,6 86,7 £ 0,3*"

(Nal)2Sb(CHa)s >100 NA

Ciprofloxacino >100 NA

(Cip),SbPh, 8,41+0,2 97,6 +0,8**

(Cip)2Sb(CH3)3 >100 NA
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Norfloxacino >100 NA
(Nor),SbPh, 95203 915223"
(Nor)2Sb(CH3)s >100 NA
Ph,SbCl, 34+08 95,7 £ 0,4**
(CHs3)3SbBr2 >100 NA
Antimoniato de meglumina | >100 NA

[053] Os resultados referem-se a: @ Concentragéo inibitoria de 50 (Clso) do
crescimento de promastigotas calculada através de curvas concentracéo-
resposta e expressa como média + erro padrao da média; ® Efeito maximo (EM)
que € expresso como média do efeito maximo + erro padrdo da média em
triplicatas de um experimento representativo. Os valores de E.M. foram
considerados significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01 até a concentragéo de
100 pM em relagdo ao grupo DMSO.

[054] Foi avaliado ainda, o potencial leishmanicida dos ligantes, complexos e
do farmaco padréo antimoniato de meglumina sobre as formas amastigotas de
L. amazonensis. Para isto, foi realizado o ensaio de infecgéo intracelular em
laminula com macréfagos da linhagem J774. Devido a relevante atividade
leishmanicida contra formas promastigotas de L. amazonensis os complexos da
quinolona e flouroquinolonas com o trifenilantiménio(V) foram selecionados para
0 ensaio contra formas amastigotas. Através da analise dos dados da Tabela 4,
observa-se que os complexos também foram capazes de inibir de forma
significativa o crescimento de formas amastigotas de L. amazonensis tendo
poténcias e eficacias semelhantes. Apresentaram os seguintes valores de Clso e
efeito maximo: (Nal)2SbPhs (9,4 + 0,3 uM, 77,3 + 2,4%), (Cip)2SbPh3 (2,4 + 0,1
MM, 70,1 + 2,6%) e (Nor)2SbPhs (36,3 + 82 uM, 70,1 + 2,9%). Nas
concentragdes testadas, o acido nalidixico, ciprofloxaxino, norfloxacino e o
farmaco padrédo antimoniato de meglumina, n&o apresentaram atividade
leishmanicida.
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[055] A Tabela 4 mostra a determinag&o da poténcia (Clso) e efeito maximo do
acido nalidixico, (Nal)2SbPhs, ciprofloxacino, (Cip)2SbPhs, norfloxacino,
(Nor)2SbPhs, Ph3SbCl2 e antimoniato de meglumina (todos nas concentragées

de 100, 10 e 1 puM) sobre a replicagdo de formas amastigotas de Leishmania

amazonensis.
Substancia Cl,, (UM £ E.P.M.)? | Efeito Maximo (%% E.P.M.)®
Acido Nalidixico »100 NA
(Nal),SbPh, 94+0,3 i1 3 2A™
Ciprofloxacino >100 NA
(Cip),SbPh, 24+01 70,1220
Norfloxacino >100 NA
(Nor),SbPh, 36,3+ 8,2 701 £2.9™
Ph,SbCl, 3,0+0,1 49,1+ 1,1*
Antimoniato de meglumina | >100 NA

[056] Os resultados referem-se a: @ Concentragéo inibitéria de 50 (Clso) do
crescimento de amastigotas calculada através de curvas concentragdo-resposta
€ expressa como media + erro padrdo da média; ® Efeito maximo (EM) que é
expresso como media do efeito maximo + erro padrao da média em triplicatas de
um experimento representativo. Os valores de E.M. foram considerados
significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01 até a concentragdo de 100 MM em
relagéo ao grupo DMSO.

[057] A presente invengdo demonstra um significativo incremento da atividade
leishmanicida dos complexos (Nal)2SbPhs, (Cip)2SbPhs e (Nor)2SbPhs em todos
os ensaios contra diferentes espécies e formas evolutivas de Leishmania quando
os mesmos foram comparados aos ligantes livres acido nalidixico, ciprofloxacino
e norfloxacino.

Ensaio de viabilidade celular: Redugio de MTT
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[058] A determinacéo da viabilidade celular foi realizada através do ensaio de
redugé@o do MTT. Para isto foram utilizadas culturas de macréfagos J774 tratados
ou nao com as substancias teste por um periodo de 48 horas. O ensaio de
redugéo do MTT é um ensaio colorimétrico que mede a redugédo do composto
amarelo, MTT, pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase. O MTT
penetra nas células, onde no interior das mitocondrias é reduzido a um produto
roxo insoluvel (formazan). A redugdo do MTT s6 ocorre em células
metabolicamente ativas, sendo sua conversdo a formazan uma medida da
viabilidade celular (SOFLAEI, S. et al, Anti-leishmanial activities of selenium
nanoparticles and selenium dioxide on Leishmania infantum. Comp. Clin. Pathol.
v. 23, p. 15-20, 2014). Foram selecionados para este ensaio, os ligantes,
dicloreto de ftrifenilantiménio(V) e os complexos que exibiram atividade
leishmanicida, (Nal)2SbPhs, (Cip)2SbPhs e (Nor)2SbPhs.

[059] Observa-se através dos resultados mostrados na Tabela 5. que apenas o
ciprofloxacino n&ao exibiu toxicidade nas concentragées testadas. O &cido
nalidixico, (Nal)2SbPhs, norfloxacino, (Nor)2SbPhs e antimoniato de meglumina
quando comparados ao controle (DMSO 0,1%) induziram toxicidade de forma
estatisticamente significativa, entretanto todos apresentaram a CLso acima de
100 pM. (Cip)2SbPhs e o sal de antiménio utilizado para a sintese dos
complexos, PhaSbClz, induziram toxicidade significante com uma porcentagem
de morte celular de 100 + 0,1% e CL50 de 19,3 + 6,4 uM e 424 + 59 uM
respectivamente.

[060] A Tabela 5 mostra a determinagéo da concentragéo letal (CLso) do acido
nalidixico, (Nal)2SbPhs, ciprofloxacino, (Cip)2SbPhs, norfloxacino, (Nor)2SbPhs,
Ph3SbCl2 e antimoniato de meglumina (todos nas concentragdes de 100, 10 e 1

pM) para macréfagos da linhagem J774 no ensaio de MTT.

Substancia CL,, (UM E.P.M.)* | Toxicidade (%% E.P.M.)°

Acido Nalidixico »100 36,7 + 3,8**

(Nal),SbPh, »100 43,88 + 3,8**
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Ciprofloxacino >100 NT

(Cip),SbPh, 19,3+6,4 10001
Norfloxacino >100 48,2 + 5,8**
(Nor),SbPh, >100 48,8 + 3,8**
Ph,SbCl, 424+59 100 £ 0,1**
Antimoniato de meglumina | >100 41,2 £ 5,8*"

[061] Os resultados referem-se a: 2 Concentragédo Letal de 50 % (CLso)
calculada através de curvas concentragdo-resposta toxica. °(Média + erro padrao
da meédia da citoxicidade maxima em ftriplicatas de um experimento
representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos
quando *p < 0,05, **p < 0,01 em relacédo ao grupo DMSO 0,1%. NT: substancia
nao apresenta atividade letal significante para célula até a concentragéo de 100
MM em relagéo ao grupo DMSO.

[062] O indice de seletividade (IS), que consiste na razao entre a concentragéo
letal 50% (CLso) para células de macréfagos da linhagem J774 e concentragéo
inibitéria 50% (Clso) para as células dos parasitos foi calculado para os ligantes,
complexos e antimoniato de meglumina (Tabela 6) (NAKAMURA, 2006).

[063] O complexo (Nal)2SbPhs foi o mais seletivo para promastigotas de L.
brasiliensis, com indice de seletividade superior a 3333, o que implica dizer que
o complexo foi cerca de 3333 vezes mais toxico para promastigotas do que para
macréfagos da linhagem J774. Os ligantes, acido nalidixico e norfloxacino, e os
complexos (Cip)2SbPhs e (Nor)2SbPh3; também exibiram indices de seletividade
relevantes. Vale destacar que, mesmo tendo bons indices de seletividade, o
complexo (Cip)2SbPhs e o sal de antiménio PhaSbClz induziram uma toxicidade
maxima de 100% enquanto que os complexos (Nal)2SbPh3 e (Nor)2SbPhs
induziram toxicidades maximas de apenas 43,88 + 3,8% e 48,8 + 3,8%
respectivamente.
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[064] Todos os complexos mostraram maiores efeitos inibitérios em
promastigotas de L. brasiliensis e L. amazonensis e amastigotas de L.
amazonensis do que contra macréfagos, sendo a ordem de seletividade mantida
para as diferentes espécies e formas evolutivas testadas. O complexo
(Nal)2SbPhs foi o mais seletivo, seguido dos complexos (Cip)2SbPh: e
(Nor)2SbPhs  respectivamente. Dentre os compostos estudados os que
obtiveram maiores indices de seletividade para promastigotas de L. chagasi
foram (Nal)2SbPhs (IS > 5,7) e (Nor)2SbPhs (1S » 10,5). O complexo (Cip)2SbPhs
apresentou o menor indice de seletividade, sendo este 2,4 vezes mais citotdxico
para promastigotas de L. chagasi do que macréfagos da linhagem J774.

[065] A Tabela 6 mostra os indices de seletividade para formas promastigotas

de L. brasiliensis, L. amazonensis e L. chagasi e formas amastigotas de L.

amazonensis.

Substancia IS2 IS° 118 _[189
Acido Nalidixico »166 |[ND [ND |[ND
(Nal),SbPh, »3333 |25 »10 »8,7
Ciprofloxacino ND ND ND ND
(Cip),SbPh, 96 22 8,0 2,4

Norfloxacino »500 ND ND ND
(Nor),SbPh, »8,1 L8 st 1D
Ph,SbCl, 212 125 |14 12

Antimoniato de meglumina | ND ND ND ND

[066] 2 indice de seletividade entre macréfagos J774 e promastigotas de L.
brasiliensis; ® indice de seletividade entre macréfagos J774 e de promastigotas
de L. amazonensis; ®Indice de seletividade entre macrofagos J774 e amastigotas
de L. brasiliensis; ¢ indice de seletividade entre macréfagos J774 e amastigotas
de L. chagasi; ND: nao determinado; IS: indice de seletividade.

Ensaio de infecgdao com L. amazonensis in vivo
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[067] Os resultados reunidos do ensaio de redugdo de MTT realizado com
macréfagos J774 e dos ensaios de viabilidade contra formas promastigostas e
replicagé@o de formas amatigostas intracelulares com L. amazonensis, permitiram
a selegdo dos complexos (Nal)2SbPhs e (Nor)2SbPhs para o ensaio in vivo de
infecgdo com essa espécie, pois os mesmos foram potentes e eficazes ao inibir
a replicagdo das formas evolutivas do parasito, apresentaram indice de
seletividade macroéfago/leishmania satisfatorio e toxicidade maxima inferior a
50%. Importantes apectos sobre a resposta do hospedeiro a infecgdo sao
fornecidos através de modelos com camundogos. A suscetibilidade de
camundogos da linhagem BALB/c a infecgao por Leishmania esta associada ao
desenvovimento de resposta imunitaria do tipo Th2, com desativagdo de
macroéfagos e produgéo de citocinas IL-4 e IL-10 (SACKS, D.: NOBEN-TRAUTH,
N. The Immunology of susceptibility and resistence to Leishmania Major in mice.
Nature Reviews Imunology. v. 2, p. 845-858, 2002: LORIA-CERVERA, E.N.;
ANDRADE-NARVAEZ, F.J. - Animal models for the study of leishmaniasis
immunology. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo. v. 56, n.1, p.1-11, 2014).

[068] Foi observado durante o curso da infecgéo dos camundongos BALB/c
com L. amazonensis que o complexo (Nal)2SbPhs nzo foi capaz de controlar o
desenvolvimento da lesdo de forma significativa, induzindo a redugcéo da
espessura da orelha apenas no 17° dia de tratamento (Figura 3). (Nor)2SbPh3
inibiu de forma significativa o crescimento da orelha durante todo o periodo de
tratamento, impedindo, consequentemente o desenvolvimento da les3o. Esse
resultado foi superior ao demonstrado pelo farmaco padrédo antimoniato de
meglumina que a partir do 24° dia do tratamento ndo controlou mais o
crescimento da orelha infectada, ndo impedindo o aparecimento da lesdo (Figura
3).

[069] A Figura 3 mostra o efeito in vivo do tratamento intraperitoneal (i.p.) com
(Nal)2SbPh3, (Nor)2SbPhs e antimoniato de meglumina na dose de 30
Mmol/kg/dia x 28 dias sobre o curso da les&o de camundongos BALB/c infectados

com L. amazonensis. Lesdes foram monitoradas semanalmente. Os resultados
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sao representados pela média + e.p.m. da espessura da lesédo de cinco animais
em cada grupo experimental.

[070] Os resultados da analise da carga parasitaria das orelhas e linfonodos dos
animais infectados demonstraram que o complexo (Nor)2SbPhs reduziu
significativamente a quantidade de parasitos no linfonodo, com uma
porcentagem de inibicdo de 61,1 + 9,2%, assim como na orelha com uma
porcentagem de inibicdo de 29,2 + 4,2%. Em contrapartida o complexo
(Nal)2SbPh; e o antimoniato de meglunina nao foram capazes de reduzir a carga
de L. amazonensis no linfonodo e orelha dos camundongos BALB/c infectados
nas concentragdes testadas (Figura 4A e 4B).

[071] A Figura 4 mostra os efeito in vivo do tratamento i.p. com (Nal)2SbPhs,
(Nor)2SbPhs e antimoniato de meglumina (AM) na dose de 30 pmol/kg/dia x 28
dias sobre a carga parasitaria nos lifonodos (A) e orelha (B) de camundongos
BALB/c infectados com L. amazonensis. Os resultados referem-se a média + erro
padrao da média de cinco animais de um experimento representativo. Os valores
foram considerados significativos quando *p < 0,05 versus o grupo controle.
[072] Apesar do complexo (Nal)2SbPhs ter apresentado excelente poténcia
contra promastigotas e amastigotas de L. amazonensis nos ensaios in vitro, esse
efeito nao foi observado in vivo. Ja o complexo (Nor)2SbPhs manteve o perfil de
resposta observado nos ensaios in vitro, demonstrado uma significante atividade
leishmanicida in vivo, superior a observada para o farmaco padrédo, antimoniato
de meglumina, na mesma dose.

[073] Com a finalidade de avaliar possiveis efeitos hepatotéxicos causados
pelos complexos e farmaco padrao antimoniato de meglumina, foi realizada a
dosagem de marcadores hepaticos de toxicidade, enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartatoaminotransferase (AST), no soro de
camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis. A ALT ou transaminase
glutamico-piravica (TGP) localiza-se predominantemente no figado (cerca de
90% no citoplasma), podendo ser encontrada em concentragdo moderada nos

rins € em menores quantidades no coragéo e nos musculos esqueléticos. Ja a
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enzima AST ou transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) é encontrada em
concentragéo elevada no figado, musculo cardiaco e musculo esquelético e em
menor quantidade nos rins e pancreas. Nos hepatécitos encontra-se
predominantemente nas mitocondrias (80%). Qualquer lesao tissular ou doenca
afetando o parénquima hepatico liberara uma maior quantidade destas enzimas
para a corrente sanguinea, elevando os niveis séricos da ALT e AST (MESSIAS,
J.B. et al. Avaliagdo dos parametros hematologicos e bioquimicos de ratas no
segundo ter¢o da gestagdo submetidas a agéo do extrato metanélico de Cereus
Jamacaru DC., Cactaceae. Rev. Bras. Farmacogn. v. 20, p. 478-483, 2010).
[074] Observa-se nos resultados mostrados na Figura 5A e 5B que apés o
tratamento de 28 dias com uma dose diaria de 30 pmol/kg de (Nor)2SbPhs houve
0 aumento estatisticamente significativo dos niveis séricos de ALT, mas nao de
AST. Como a enzima ALT é mais rapidamente liberada, j4 que se encontra
predominantemente no citoplasma, provavelmente o tratamento com
(Nor)2SbPh3 néo causou uma leséo das células hepaticas grave o bastante para
aumentar os niveis séricos de AST. Messias e colaboradores relataram que em
danos hepatocelulares leves a forma predominante no soro é a citoplasmatica
(ALT), enquanto que em lesdes graves ha liberagdo da enzima mitocondrial
(AST), elevando a relagdo AST/ALT (MESSIAS, J.B. et al. Avaliagdo dos
parametros hematoldgicos e bioquimicos de ratas no segundo tergo da gestagao
submetidas a ag&o do extrato metandlico de Cereus jamacaru DC., Cactaceae.
Rev. Bras. Farmacogn. v. 20, p. 478-483, 2010). Os valores da relagao
AST/ALT para o controle infectado, antimoniato de meglumina, (Nal)2SbPhs e
(Nor)2SbPh3 foram respectivamente de 3,2, 3,6, 2,8 e 1,5. O tratamento com o
complexo (Nal)2SbPhs e o antimoniato de meglumina nao elevou
significativamente os niveis séricos de ALT e AST, entretanto observa-se um
valor maior da relagdo AST/ALT para essas substancias e para o controle
infectado que para o complexo (Nor)2SbPhs, o que sugere que este complexo
nao foi significativamente tdxico para o figado.
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[075] A Figura 5 mostra o efeito in vivo do tratamento i.p. com os complexos
(Nal)2SbPhs e (Nor)2SbPhs e o farmaco padréo antimoniato de meglumina sobre
os niveis de ALT e AST no soro de animais infectados com L. amazonensis na
dose de 30 pmol/kg/dia x 28 dias. Os resultados referem-se & média + erro
padréo da média de cinco animais de um experimento representativo. Os valores
foram considerados significativos quando *p < 0,05 versus o grupo controle.
[076] Alteragbes nos niveis de ureia e a creatinina no sangue sdo amplamente
utilizadas como indicadores da deficiéncia de filtragdo glomerular. A ureia é
sintetizada no figado a partir do catabolismo proteico e a creatinina é originada a
partir da do metabolismo muscular da creatina e ambas sdo excretadas por
filtragdo glomerular e eliminadas na urina. O acumulo dessas substancias na
corrente sanguinea € utilizado para o diagnéstico de doencgas renais (BRITO,
M.V.H. et al. Efeito do 6leo de copaiba nos niveis séricos de uréia e creatinina
em ratos submetidos a sindrome de isquemia e reperfuséo renal. Acta Cir. Bras.
v. 20, p. 243-246, 2005). Nenhuma das substancias utilizadas para o tratamento
dos camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis foi capaz de induzir o
aumento dos niveis sanguineos de ureia e creatinina. Com base nesses
resultados € possivel sugerir que estas ndo causaram les&o renal (Figura 6).
[077] A Figura 6 mostra o efeito in vivo do tratamento i.p. com os complexos
(Nal)2SbPhs e (Nor)2SbPhs e o farmaco padrao antimoniato de meglumina sobre
os niveis de creatinina e ureia no soro de animais infectados com L. amazonensis
na dose de 30 pmol/kg/dia x 28 dias. Os resultados referem-se a média + erro
padrao da média de cinco animais de um experimento representativo. Os valores
foram considerados significativos quando *p < 0,05 versus o grupo controle.
Ensaio de infecgcdao com L. chagasi in vivo

[078] Para o ensaio de infeccdo de Golden hamsters com L. chagasi foi
selecionado o complexo (Nor)2SbPhs, uma vez este exibiu uma significante
atividade leishmanicida in vivo contra L. amazonensis e foi o mais seletivo contra
promastigotas de L. chagasi. Golden hamsters s&do altamente suscetiveis a

infecgéo por L. chagasi, sendo este considerado o melhor modelo experimental
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para estudo da leishmaniose visceral por, reproduzir, as caracteristicas clinico-
patolégicas da doenga em humanos (GUPTA, S.;NISHI. Visceral leishmaniasis:
Experimental models for drug discovery. Indian J Med Res. v. 133, n.1, p. 27—
39, 2011; LORIA-CERVERA, E.N.; ANDRADE-NARVAEZ, F.J. - Animal models
for the study of leishmaniasis immunology. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo. v.
56, n.1, p.1-11, 2014).

[079] Através da andlise da Figura 7, observa-se que o complexo reduziu
significativamente o nimero de parasitos no bago dos hamsters infectados,
sendo essa redugao superior a observada para o farmaco padr&o antimoniato de
meglumina na mesma dose (30 umol/kg/dia) e semelhante a induzida por doses
maiores deste farmaco. O complexo (Nor)2SbPhs foi eficiente para tratar tanto a
leishmaniose cutdnea como a leishmaniose visceral em modelo animal que
mimetiza a doenga em humanos, podendo ser utilizado como protétipo para o
desenvolvinto de novos farmacos leishmanicidas.

[080] A Figura 7 mostra o efeito in vivo do tratamento i.p. com (Nor)2SbPhs na
dose de 30 umol/kg/dia e antimoniato de meglumina (AM) nas doses de 150, 100
e 30 pmol/kg/dia por 15 dias sobre carga parasitaria do bago de Golden hamsters
infectados com L. chagasi. Os resultados referem-se & média * erro padréo da
média de cinco animais de um experimento representativo. Os valores foram
considerados significativos quando *p < 0,05 versus o grupo controle.

[081] As dosagens de ALT e AST no soro de Golden hamsters infectados com
L. chagasi séo mostradas na Figura 8. Observa-se que houve uma diminuigéo
estatisticamente significava dos niveis séricos de ALT em todos os animais
tratados com diferentes doses de antimoniato de meglumina e do complexo
(Nor)2SbPhs. Foi calculada a relagdo AST/ALT para todos os grupos testados,
sendo os valores 0,89, 2,21, 1,04, 1,01 atribuidos, respectivamente, ao
antimoniato de meglumina nas doses de 150, 100 e 30 pmol/kg/dia e ao
complexo (Nor)2SbPhs. Os valores para os controles néo infectado e infectado
foram de 1,7 e 1,01, respectivamente. Diante dos dados expostos verificou-se
que os valores da relagdo AST/ALT do (Nor)2SbPhs e controle infectado foram
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iguais o que indica que o complexo néo induziu toxicidade hepatica, o que
também foi observado para o antimoniato de meglumina.

[082] A Figura 8 mostra o efeito in vivo do tratamento i.p. com (Nor)2SbPhs na
dose de 30 umol/kg/dia e antimoniato de meglumina (AM) nas doses de 150, 100
e 30 ymol/kg/dia por 15 dias sobre os niveis de ALT (A) e AST (B) no soro de
Golden hamsters infectados com L. chagasi. Os resultados referem-se a média
t erro padrédo da média de cinco animais de um experimento representativo. Os
valores foram considerados significativos quando *p < 0,05 versus o grupo
controle infectado.

[083] De acordo com os resultados mostrados na Figura 9 o complexo
(Nor)2SbPhs e o antimoniato de meglumina na dose de 30 pmol/kg/dia nao
elevaram os niveis sanguineos de ureia e creatinina dos Golden hamsters
infectados com L. chagasi. O antimoniato de meglumina nas doses de 150 e 100
pmol/kg/dia induziram a elevagéo dos niveis de creatinina significativamente, o
que pode ser um indicio de lesédo renal causada pelo farmaco.

[084] A Figura 9 mostra o efeito in vivo do tratamento i.p. com (Nor)2SbPhs na
dose de 30 umol/kg/dia e antimoniato de meglumina (AM) nas doses de 150, 100
e 30 umol/kg/dia por 15 dias sobre os niveis de creatinina (A) e ureia (B) no soro
de Golden hamsters infectados com L. chagasi. Os resultados referem-se a
média + erro padrdo da média de cinco animais de um experimento
representativo. Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05
versus o grupo controle infectado.

VANTAGENS DA PATENTE

[085] Esta invengdo apresenta uma inédita classe de complexos de
antiménio(V) com a quinolona &cido nalidixico e as fluoroquinolonas
ciprofloxacino e norfloxacino, eficazes contra diferentes formas de leishmania,
ativos in vivo e in vitro podendo ser utilizados como protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas. Um fato fundamental para
o desenvolvimento de farmacos € observado nesta invengéo, visto que a sintese

dos complexos é simples e eficiente, sendo a formagao dos mesmos, confirmada
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atraveés das técnicas de RMN e infravermelho. Os complexos (Nal)2SbPhs,
(Cip)2SbPhs, (Nor)2SbPhs foram potentes e eficazes ao inibir o crescimento de
formas promastigotas de L. brasiliensis, L. amazonensis e L. chagasi e
amastigotas de L. amazonensis, além de demonstrarem maior seletividade para
os parasitos que para os macréfagos da linhagem J774. Em todos os testes
observou-se que o farmaco padrdo antimoniato de meglumina foi ineficiente
contra formas promastigotas e amastigotas das espécies supracitadas em
concentragdes iguais a dos complexos desenvolvidos. Observou-se que houve
um incremento da atividade leishmanicida in vitro quando comparados os
complexos e os ligantes livres, acido nalidixico, ciprofloxacino e norfloxacino,
muito provavelmente pela atuagdo dos complexos em multiplos alvos.
(Nal)2SbPh3 e (Nor)2SbPh3 apresentaram valores de CLso superiores a 100 pM
e toxicidade maxima inferior a 50%, sendo escolhidos para o ensaio de infecgdo
de in vivo com L. amazonensis. Esse experimento demonstrou a promissora
atividade leishmanicida do complexo (Nor)2SbPhz em um modelo in vivo de
leishmaniose cutanea, visto que este foi capaz de reduzir o tamanho da orelha
infectada, inibiu o aparecimento da leséo, diminuiu de forma significativa a carga
parasitaria da orelha e linfonodo dos animais infectados e nao alterou a
concentragao serica de ureia, creatinina e AST. Elevou apenas a concentragéo
de ALT, mas a relagédo AST/ALT, permaneceu dentro da normalidade. Também
foi observada para o complexo (Nor)2SbPhs uma significativa atividade
leishmanicida in vivo conta L. chagasi, em um modelo que mimetiza a doenca
em humanos. O complexo (Nor)2SbPhs foi significativamente mais ativo que o
farmaco antimoniato de meglumina nos modelos in vivo de leishmaniose cutanea
e visceral.
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REIVINDICACOES

1- COMPOSTOS ORGANOMETALICOS DE ANTIMONIO(V) CONTENDO
LIGANTES QUINOLONICOS E FLUOROQUINOLONICOS COMO AGENTES
QUIMIOTERAPICOS LEISHMANICIDAS caracterizados por apresentar a
férmula molecular geral R'3Sn(OOCR)2, derivados da reagao entre cloreto de
alquil ou aril estanho(IV) e carboxilatos quinolinicos ou fluoroquinolinicos de
sodio, onde, R: grupos alquila ou arila tal como, metila (Me) e fenil (Ph);
OOCR: forma aniénica de acidos quinolinicos ou fluoroquinolinicos, tais como,
acido Nalidixico, Ciprofloxacino, Norfloxacino, acido Oxolinico, &cido
Pipemidico, é&cido Piromidico, Balofloxacino, Besifloxacino, Cinoxacino,
Clinafloxacino, ~ Enoxacino,  Fleroxacino,  Flumequina, Garenoxacino,
Gatifloxacino, Gemifloxacino, Grepafloxacino, Levofloxacino, Lomefloxacino,
Moxifloxacino,  Nadifloxacino, Ofloxacino, Pazufloxacino, Pefloxacino,
Prulifloxacino, Rosoxacino, Rufloxacino, Sitafloxacino, Sparfloxacino,
Temafloxacino, Tosufloxacino, Trovafloxacino.

2- COMPOSTOS ORGANOMETALICOS DE ANTIMONIO(V) CONTENDO
LIGANTES QUINOLONICOS E FLUOROQUINOLONICOS COMO AGENTES
QUIMIOTERAPICOS LEISHMANICIDAS, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizados por serem obtidos a partir de uma solugdao de
triorganoantiménio(v) e um sal de sédio de &cidos quinolinicos ou
fluoroquinolinicos.

3- COMPOSTOS ORGANOMETALICOS DE ANTIMONIO(V) CONTENDO
LIGANTES QUINOLONICOS E FLUOROQUINOLONICOS COMO AGENTES
QUIMIOTERAPICOS LEISHMANICIDAS, de acordo com a reivindicagdo 1 e 2,
caracterizados por serem efetivos no tratamento da leishmaniose.

4- COMPOSTOS ORGANOMETALICOS DE ANTIMONIO(V) CONTENDO
LIGANTES QUINOLONICOS E FLUOROQUINOLONICOS COMO AGENTES
QUIMIOTERAPICOS LEISHMANICIDAS, de acordo com a reivindicagdo 1 ,2 e
3, caracterizados por seres eficazes no tratamento da leishmaniose em seres
humanos.



2/2

5- COMPOSTOS ORGANOMETALICOS DE ANTIMONIO(V) CONTENDO
LIGANTES QUINOLONICOS E FLUOROQUINOLONICOS COMO AGENTES
QUIMIOTERAPICOS LEISHMANICIDAS, de acordo com a reivindicacdo 1 ,2 e

3, caracterizados por seres eficazes no tratamento da leishmaniose canina.
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