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Resumo

As leishmanioses sdo enfermidades que podem produzir manifestacdes
cutaneas, mucocutaneas e viscerais. A alta incidéncia desta doencga levou a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) a inclui-la entre as seis mais
importantes endemias do mundo. Os antimoniais pentavalentes sao os
medicamentos de primeira escolha no tratamento das leishmanioses, porém,

sua toxicidade e administragao parenteral prolongada limitam seu uso clinico.

Essa tese apresenta novas formulagdes para os antimoniais
pentavalentes classicos, antimoniato de meglumina (AM) e estibugluconato de
sédio (SSG), com a B-ciclodextrina (B-CD) e uma nova série anfifilica de
antimoniais pentavalentes. Estes compostos e formulagdes foram planejados

com intuito de promover a absor¢ao de Sb por via oral.

O SSG, avaliado por analise elementar, analise térmica, IV, estudos de
osmolaridade e ESI-MS, apresentou complexos Sb(V)-ligante 1:1, 1:2, 2:2 e
2:3. As estruturas inéditas propostas para esta droga poderdo ajudar a
compreender sua farmacologia. Ensaios preliminares foram realizados em
camundongos Swiss a partir do SSG e da composi¢do SSG:p-CD 1:1 visando

avaliar a influéncia da p-CD na absor¢ao de Sb por via oral.

Uma composicdo AM:B-CD foi preparada na relagdgo molar 7:1 e
caracterizada por andlise térmica, IV, RMN de 'H e espectroscopia de
correlacao de fotons. Além de promover uma maior absorgdo oral de Sb em
caes da raca Beagle, esta composicdo atuou como sistema de liberagao
sustentada, e conseguiu prolongar os niveis plasmaticos de Sb em relagéo ao
AM. Este trabalho apresenta uma nova modalidade de liberagdo, baseada na
interagdo Sb-O-(3-CD).

Os antimoniais pentavalentes anfifilicos foram obtidos com os ligantes
octanoil N-metil-glucamida, decanoil N-metil-glucamida e dodecanoil N-metil-

glucamida, e ao serem avaliados por analise elementar, 1V, dicroismo circular,
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RMN de 'H e ESI-MS, revelaram a formacdo de complexos Sb(V)-ligante 1:3.
Os ensaios preliminares realizados em camundongos Swiss a partir destes
compostos, visando modular a absor¢cdo de Sb por via oral, mostraram
resultados muito promissores. O carater anfifilico destes novos antimoniais
também permite propor formulagdes para o tratamento tépico da leishmaniose

cutanea, até entdo inexistente.
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Abstract

Leishmaniases are diseases that can produce cutaneous,
mucocutaneous or visceral clinical manifestations. The World Health
Organization (WHO) included this disease among the six most important
endemic diseases in the World, because of its high incidence. The pentavalent
antimonials are the first-line drugs used in the treatment of leishmaniasis,
however, their toxicity and prolonged parenteral administration limit their clinical

use.

This thesis presents new formulations for the classical pentavalent
antimonials, meglumine antimonate (MA) and sodium stibogluconate (SSG),
with B-cyclodextrin (3-CD) and a new amphiphilic antimony series. These
compounds and formulations have been designed to promote the absorption of

Sb by the oral route.

The SSG, evaluated by elemental analysis, thermal analysis, IR,
osmolarity measurements and ESI-MS, showed 1:1, 1:2, 2:2 and 2:3 Sb(V)-
ligand complexes. The novel structures proposed for this drug may help to
understand its pharmacological properties. Preliminary assays were performed
in Swiss mice with SSG and it SSG:B-CD 1:1 composition to evaluate the

influence of B-CD on the absorption of Sb by oral route.

A (non-conventional) composition MA:B-CD was prepared at 7:1 molar
ratio and characterized by thermal analysis, IR, '"H RMN and light scattering
spectroscopy. The novel composition was found to act as a sustained drug
release system and to promote greater and more prolonged plasma levels of Sb
when compared to MA, after administration to Beagle dogs by oral route. This
work presents a new modality of release system, based on the Sb-O-(3-CD)

interaction.

Amphiphilic pentavalent antimonials were obtained with the ligands

octanoyl N-methyl-glucamide, decanoyl N-methyl-glucamide and dodecanoy! N-
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methyl-glucamide and, when evaluated by elemental analysis, IR, circular
dichroism, 'H RMN and ESI-MS, revealed the formation of 1:3 Sb(V)-ligand
complexes. The preliminary tests of these compounds carried out in Swiss
mice, with the aim of evaluating the impact on the absorption of Sb by the oral
route, showed very promising results. The amphiphilic character of these new
antimonials allows us to propose for the first time innovative antimony-based

formulations for the topical treatment of cutaneous leishmaniasis.



CAPITULO 1- Introdugéo

1.1- Leishmanioses: doenga e manifestagoes clinicas

Leishmanioses sdo zoonoses causadas por cerca de vinte espécies de
um protozoario do género Leishmania, ordem Kinetoplastida, familia
Tripanosomatidae. Estas patologias sao transmitidas por cerca de quinhentas
espécies de vetores do género Phlebotomus no velho mundo e por apenas

uma espécie do género Lutzomia nas Américas (Figura 1.1) [1,2].

Figura 1.1: Protozoario flagelado causador das leishmanioses (a) e seu vetor
transmissor (b) [3,4].

Fonte: (@)  <http://en.wikipedia.org/wiki/File:Leishmania_major_promastigotes.jpg>, (b)
<http://villechamonix.blogspot.com/2008_12_01_archive.html>. Acessos em 15/01/2010.

No ciclo evolutivo completo, os protozoarios flagelados sao fagocitados
por macréfagos e se multiplicam no ambiente acido dos lisossomas
secundarios, principalmente no figado, bago e medula éssea, no caso da forma

visceral (Figura 1.2) [5].

assumem apods sua fagocitose pelos macrofagos (setas vermelhas) [6].

Fonte: <http://www.fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/Genero_Leishmania.htm>. Acesso
em 15/01/2010.



Estas enfermidades acometem o homem na forma cutanea (LC), muco-
cutanea (LMC) e visceral (LV), apresentado carater endémico em paises dos
cinco continentes (Figura 1.3) [2,7].

LV
LC/LMC

Figura 1.3: Carater endémico das leishmanioses no Brasil (seta azul) e no
mundo [8].

Fonte: <http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html>. Acesso em
15/01/2010.

O Brasil € um dos paises mais acometidos pela leishmaniose cuténea
(LC), que, apesar de ser a forma clinica de maior incidéncia, as ulceracdes
geralmente evoluem para cura espontanea. Porém, por estar associada a
leishmaniose muco-cutdnea (LMC), doenca degenerativa inflamatéria da
mucosa nasofaringea, esta forma da doenga é muito preocupante. A LMC é
uma doencga cronica e de dificil tratamento, podendo levar a um consideravel
grau de destruigdo, que muitas vezes compromete a reinsercao do individuo na
sociedade, assim, sua baixa incidéncia (1-2%) n&o a torna menos relevante [2].

O Brasil também é destaque entre os paises com maior numero de
casos de leishmaniose visceral (LV), a forma de consequéncias mais severas

para a saude publica. A LV é letal a quase 100% dos pacientes nao tratados e



caracteriza-se por febre, fadiga, dor abdominal, diarréia, perda de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia e linfadenopatia [9]. A forma visceral tem como
agente etiolégico protozoarios do subgénero Leishmania donovani, sendo que
a espeécie L. d. chagasi é responsavel pelos casos de LV nas Américas [10].
Para a forma cutanea, cerca de doze espécies ja foram identificadas, também
se descobriu que a L. braziliensis ndo é a unica espécie causadora da LMC na
América Latina [2].

A associagdo entre leishmanioses e subdesenvolvimento diminui a
medida que mudancgas epidemiolégicas significativas apontam os novos rumos
da doenca. Os ciclos zooantroponético e antropondtico favorecem o
aparecimento e expansao de infecgdes Leishmania / HIV, n&o restritas a areas
endémicas tradicionais [10]. A AIDS aumenta entre 100-1000 vezes o risco de
LV em regides endémicas (Figura 1.4). Consequentemente, esta associagao
tem se tornado um importante fator de morte em pacientes com HIV e ainda

pode facilitar a proliferacdo das leishmanioses [11].

m  Leishmanioses ol
m Leishmanioses/Hl

Figura 1.4: Distribuicdo global dos paises que reportaram casos de
leishmanioses e de sua co-infecgdo com HIV [8].

Fonte: <http://www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html>. Acesso em
15/01/2010.



1.2- Quimioterapia e medicamentos em uso
1.2.1- Antimoniais pentavalentes

Desde o inicio do século XX que os medicamentos de primeira escolha
no tratamento das leishmanioses possuem o antiménio em sua composigao.
Em 1912, o cientista brasileiro Gaspar Viana introduziu o tartaro hermético, um
antimonial trivalente, no tratamento destas patologias. Entretanto, a partir de
1945 esse composto foi substituido por antimoniais pentavalentes, que
apresentaram menor toxicidez [12, 13].

Atualmente, dois complexos hidrossoluveis de antimbnio pentavalente
estdo disponiveis no mercado: o antimoniato de meglumina (AM), conhecido
comercialmente como Glucantime®, e o estibogluconato de sédio (SSG),

conhecido como Pentostam® (Figura 1.5) [12, 14].

()H ()Na
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Figura 1.5: Estrutura quimica do AM (a) e do SSG (b).

No Brasil o medicamento de primeira escolha € o AM, um sdélido amorfo
de dificil caracterizacao estrutural [15]. Apesar destes medicamentos serem
utilizados por mais de meio século, sua estrutura quimica e composi¢ao ainda
nao foram completamente esclarecidas. Baseado em estudos realizados por
espectrometria de massas, Roberts e colaboradores sugeriram que o AM é
composto por uma mistura de estruturas oligoméricas de formula geral
(meglumina-Sb), e (meglumina-Sb),-meglumina e no mesmo trabalho
sugeriram a estrutura apresentada na figura (1.5 a) [16]. Recentemente,
utilizando a técnica de espectrometria de massas com fonte de ionizagao

eletrospray (ESI-MS), nosso grupo de pesquisa demonstrou que este farmaco



realmente consiste em uma mistura de complexos polimerizados Sb-
meglumina, e propdem novas estruturas para estes complexos (Figura 1.6)
[14]. Como veremos detalhadamente neste trabalho, sugerimos que o SSG

também se trata de uma mistura de oligbmeros.
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Figura 1.6: Estruturas quimicas propostas recentemente para o AM, apds seu
estudo por ESI-MS.

Esses compostos s&o administrados diariamente por via intravenosa ou
intramuscular (20 mg de Sb/Kg), durante um periodo de 20 a 40 dias, porém,
por serem freqlentes os casos de resisténcia, administragdes diarias podem
ser realizadas por mais de quatro meses [17]. Mesmo apresentando excregao
renal rapida, esses antimoniais frequentemente apresentam efeitos colaterais,
principalmente no final do tratamento [7,12].

Apesar de serem utilizados por cerca de sessenta anos no tratamento
das leishmanioses, pouco se sabe sobre o metabolismo [18], mecanismo de
acao [19, 20, 21] e de toxicidade [19] dos antimoniais pentavalentes. Ainda néo
foram identificadas a forma final do principio ativo e seu alvo bioldgico.
Entretanto, supde-se que a atividade dos antimoniais pentavalentes requer sua
dissociacao e transferéncia do metal para uma ou varias biomoléculas [12].

Um estudo demonstrou que a baixa toxicidade do Sb (V) poderia ser
atribuida em parte, as altas taxas de excrecao deste em relacdo a forma
trivalente [22]. Mais tarde, a reducdao de Sb(V) a Sb(lll) no organismo foi
comprovada através de dosagens realizadas em amostras de sangue e urina
humana e parece ser fundamental na atividade farmacoldgica [23, 24].
Entretanto, o local da redugdo, bem como a biomolécula que promoveria tal

reacao, permaneceram desconhecidos. Recentemente, nosso grupo de



pesquisa propbés que tidis intracelulares poderiam estar envolvidos, como
agentes redutores, na conversao in vivo do Sb (V) a Sb (lll). Essa hipotese se
baseia na observagdo de que, no AM, a glutationa e a tripanotiona, principais
tidis encontrados nos macrofagos e no parasito, podem promover a redugéo de
Sb (V) a Sb (lll) em condigdes proximas as fisioldgicas [21].

Cabe ressaltar que formulagdes topicas do Pentostam® ndo revelaram
acao terapéutica satisfatéria para o tratamento da LC, provavelmente isso se
deve a baixa absorcdo destes compostos hidrofilicos por esta via de

administragao [25].

1.2.2- Anfotericina B

O uso de formulagbes contendo anfotericina B (Figura 1.7) para o
tratamento das leishmanioses € bioquimicamente racional, pois, esse
antifangico inibe a sintese do ergosterol, o principal esterol constituinte da
membrana celular das espécies de Leishmania. Antes de 1990 este farmaco
era administrado raramente em funcdo das reacdes adversas decorrentes de
sua infusdo. Atualmente, novas formulacbes da anfotericina B a base de
lipideos estdo sendo utilizadas com frequéncia no tratamento da LV devido a
sua reduzida toxicidade, constituindo o maior avango na quimioterapia anti-
leishmanial dos ultimos anos. O aumento do uso deste farmaco se deve
principalmente ao aparecimento de muitos casos de LV resistente ao

antimonial e a pentamidina [26].

Figura 1.7: Estrutura quimica da anfotericina B.



1.2.3- Pentamidina

Na india, com intuito de contornar o problema da resisténcia clinica ao
antiménio, a pentamidina tem sido utilizada para o tratamento da LV, porém,
devido a alta dosagem e ao longo periodo de tratamento, esta droga é mais
téxica do que os regimes com antimoniais [26].

A pentamidina (Figura 1.8) é comercializada sob duas formas: o
dimetanosulfonato (mesilato) e o isotionato, que por ser menos pancreatoxico é
mais utilizado. Sua administragdo pode ser realizada pelas vias inalatoria,
intramuscular ou endovenosa, e causa varios efeitos colaterais indesejaveis. O
mecanismo de agédo da pentamidina ndo esta bem esclarecido. Sua atividade
pode estar associada a interagdes com o DNA ou com nucleotideos e seus

derivados, ou por interferéncia na captacédo de poliaminas.

O\/\/\/O
HyN NH,
NH NH

Figura 1.8: Estrutura quimica da pentamidina.

1.2.4- Hexadecilfosfocolina

A localizagao intracelular da Leishmania dificulta a acdo dos farmacos,
pois, estes necessitam atravessar barreiras bioldgicas especificas (membrana
plasmatica, epitélio do trato gastrintestinal e pele) para atuarem [5]. A principal
vantagem dos farmacos lipofilicos € sua grande facilidade em atravessar tais
obstaculos, entretanto, compostos muito apolares tendem a ficar retidos na
camada lipidica dessas barreiras, o que dificulta sua absorcéo e restringe sua
utilizacdo. Assim, o uso de farmacos ou sistemas anfifilicos € uma proposta
mais apropriada e racional.

Principios ativos lipofilicos apresentam a possibilidade de serem
administrados oralmente e/ou em aplicagdo topica. E o caso de um dos

derivados da fosfocolina, o hexadecilfosfocolina (Miltefosina®), que foi avaliado



inicialmente para o tratamento de cancer e encontra-se em uso na india para o
tratamento oral da LV (Figura 1.9). Os resultados preliminares desses estudos
mostraram uma elevada eficacia desse medicamento por via oral, mas, ao

mesmo tempo, efeitos toxicos indesejaveis foram relatados [27].

./
e e e Y

Figura 1.9: Estrutura quimica da hexadecilfosfocolina.

Neste contexto, a obtencdo de antimoniais anfifilicos podera facilitar a
passagem de Sb através das barreiras bioldgicas, propriedade que também
podera ser explorada no desenvolvimento de um tratamento oral e/ou topico
das leishmanioses. As alquilmetilglucamidas octanoil N-metil-glucamida (LA8),
decanoil N-metil-glucamida (LA10) e dodecanoil N-metil-glucamida (LA12)
foram utilizadas como ligantes na obtengao destes antimoniais (Figura 1.10).

Por apresentarem cabega polar, com sitios de ligagdo para o Sb [14], e
cauda hidrocarbbnica, os novos antimoniais poderdao formar micelas,
lipossomas ou nanoagregados (Figura 1.11) [28], e direcionar sua captagao

pelas células fagocitarias (macréfagos) que hospedam o parasito [29].

OH OH OH |
. . ) H/H/K/N
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OH OH OH
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OH OH o}
OH OH OH |
. ) . W/N
dodecanoil N-metil-glucamida \H/\/\/\/\/\/
OH OH o}

Figura 1.10: Ligantes anfifilicos utilizados na obtenc&o dos novos complexos de
Sb(V).



Figura 1.11: Vesiculas de fosfatidilcolina de ovo com uma alquimetilglucamida,
preparadas por didlise lenta. Imagem obtida por microscopia eletronica de

transmissao [28].
Fonte: Walter, A., et al. Biochimica et Biophysica Acta, n. 1029, p. 67-74, 1990.

1.3- Uso de nanocarreadores para os farmacos leishmanicidas
1.3.1- Formulacdes a base de ciclodextrinas (CD)

As ciclodextrinas séo sistemas formados por 6-12 unidades ciclicas de
glicose, unidas por ligagdes glicosidicas a (1-4), e sdo muito utilizadas como
carreadores de drogas [30]. Esses veiculos tém sido amplamente aplicados
para melhorar a solubilidade, a velocidade de dissolucido, a estabilidade e a
biodisponibilidade de farmacos, e obtiveram sucesso em formulagdes orais
[31]. A estrutura das ciclodextrinas apresenta um formato tronco cénico, com
uma cavidade interna hidrofébica capaz de associar-se a moléculas apolares

de didametro apropriado (Figura 1.12).

o HO

HO
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Figura 1.12: Esquema geral da estrutura das ciclodextrinas, com vista superior
(a) e frontal da cavidade hidrofdbica (b) [32].

Fonte:  <http://commons.wikimedia.org/wiki/File:AlphaCyclodextrin_structure.png>.  Acesso:
10/01/2010.




10

Um estudo recente realizado em camundongos Swiss mostrou que a
administragao oral de uma formulacédo do AM com a B-CD permitiu aumentar a
absorcdo do antimonial [33]. A caracterizacdo desta composicdo por
espectrometria de massa com ionizagao por eletrospray (ESI-MS) identificou,
além do AM e da CD, um complexo ternario meglumina-Sb-CD [34]. Esta
pesquisa também mostrou que o aquecimento do AM livre, sem CD,
procedimento empregado na preparagao da formulagdo AM:B-CD, provoca a
despolimerizagado dos complexos de elevada massa molar, (meglumina-Sb), e
(meglumina-Sb),-meglumina, a complexos menores (Sb-meglumina 1:1),
melhorando em aproximadamente duas vezes a absorgdo oral de Sb em
camundongos, em relagdo ao antimonial ndo aquecido [34]. Estes resultados
sugerem que a baixa biodisponibilidade do AM por via oral se deve, pelo
menos em parte, ao seu elevado grau de polimerizagdo. De forma importante,
estes autores mostraram que a indugcdo de despolimerizagdo, seja pelo
aquecimento ou pela interacdo com a B-CD, resulta em um aumento da

biodisponibilidade do principio ativo.

1.3.2- Formulagoes a base de lipossomas

O uso de lipossomas como veiculos de farmacos € uma tendéncia na
industria farmacéutica e tem permitido a desenvolvimento de medicamentos
mais eficientes, a partir de drogas classicas ja conhecidas. Os lipossomas sao
vesiculas esféricas, constituidas de uma ou mais bicamadas lipidica, que se
organizam de maneira semelhante a membrana celular e s&o capazes de
armazenar substancias hidrossoluveis em seu interior e lipossoluveis na
bicamada lipidica (Figura 1.13). Por serem capturadas rapidamente pelos
macrofagos, presentes principalmente no figado, bagco e medula éssea, estas
vesiculas podem direcionar a droga para os sitios de infec¢gdo, melhorando sua

disponibilidade para interacdo com o parasito [9, 29].
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Figura 1.13: Esquema geral da estrutura dos lipossomas [29].
Fonte: Frézard, F., et al. Quim. Nova, v. 28, n. 3, 2005.

Ensaios envolvendo a anfotericina B incorporada em lipossomas vém
apresentando resultados promissores. A AmBisome®, formulagdo comercial a
base de lipossomas, foi usada com sucesso no tratamento de pacientes nao
responsivos a outras drogas disponiveis no mercado [35] e no tratamento de
pacientes reincidentes [9] (Figura 1.14). A grande eficacia em pacientes
imunocompetentes (100%), associada a baixa incidéncia de efeitos colaterais,
rendeu-lhe aprovagao pela U.S.Food and Drug Administration (FDA) como a
primeira apresentacdo a base de lipossomas a ser reconhecida para o
tratamento da LV [36]. Entretanto, este medicamento € administrado por meios

invasivos e seu alto custo restringe sua utilizagdo aos paises ricos.

45-80 nm

Lipides

Figura 1.14: Lipossoma unilamelar pequeno (SUV) com a anfotericina B

(amarelo) incorporada a bicamada lipidica (azul) [37].

Fonte: <http://www.rxlist.com/ambisome-drug.htm>. Acesso: 11/11/2009
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Estudos pré-clinicos em modelos experimentais de LV revelaram que o
AM encapsulado em lipossomas € entre 200-700 vezes mais eficaz que o AM
na forma livre (Figura 1.15) [38, 39].

o2 pm
———

Figura 1.15: Imagem obtida por microscopia eletronica do figado de um
hamster, mostrando a detalhada estrutura lamelar de um lipossoma (L)

adjacente a Leishmania intracelular (P) [38].
Fonte: Alving C. R., et al. Medical Sciences, v. 75, p. 2959-2963, 1978.

Recentemente, uma nova formulagéo lipossomal do AM foi administrada
por via intravenosa em caes da raga Beagle ocasionando um direcionamento
de Sb para o figado, bago e medula éssea. Mesmo tendo sido aplicada uma
dose onze vezes menor (4 mg Sb/Kg) que a administrada com o AM livre (45
mg Sb/Kg), os niveis teciduais de antiménio atingidos pela forma encapsulada
foram significativamente superiores. Essa nova formulagdo pode ser
armazenada liofilizada e, no momento do uso, sua reidratacdo permite a
obtencdo de lipossomas pequenos multilamelares, responsaveis pela
acumulagao da droga nos sitios onde se localizam os parasitos [40].

Desde que os antimoniais comecaram a ser reformulados com
lipossomas, trinta anos se passaram e o mercado ainda n&o dispde de um
antimonial lipossomal. Isso pode estar relacionado as dificuldades tecnoldgicas
de se obter uma formulacdo estavel e/ou ao desinteresse da industria

farmacéutica em relagdo as doencgas negligenciadas.
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1.4- Complexos metalicos anfifilicos

Complexos metalicos anfifilicos podem facilitar a veiculagdo de metais
através das membranas bioldgicas, portanto, sdo considerados uma boa
estratégia no planejamento racional de novos farmacos.

Compostos de platina sdo agentes antitumorais bem estabelecidos no
uso clinico. Um trabalho recente mostra a obtencdo de novos complexos
anfifilicos de platina(ll) e platina(lV) com ligantes N-alquilados de cadeia longa
derivados da 1,2-etanodiamina e da 1,3-propanodiamina. Tendo em vista as
propriedades anfifilicas desses complexos, alguns deles foram incorporados
em lipossomas furtivos e apresentaram boa taxa de encapsulagao [41].

Por apresentar grande atividade antitumoral in vivo e in vitro, o ruténio
(Ru) € um dos metais mais promissores no desenvolvimento de drogas contra
o cancer. Nano-vetores lipidicos foram considerados ideais para a veiculacao
de complexos de Ru. Portanto, a obtencdo de um composto anfifilico de Ru
que se organiza de maneira semelhante a vesiculas pode permitir o
direcionamento deste metal para seu sitio de agdo. Assim, um novo composto
anfifilico de Ru foi planejado e obtido pela complexagao deste metal com um
ligante sintetizado a partir de um derivado da uridina. Apos dissolugao em pH
fisiologico e extrusdo em membrana de policarbonato, este complexo anfifilico
formou vesiculas unilamelares e multilamelares, abrindo desta maneira novas
perspectivas na aplicacao se sistemas supramoleculares de Ru na terapia anti-

cancer [42].

Em um outro trabalho, novos ligantes anfifilicos foram sintetizados
através da reacdo do acido dianidrido dietileno triamino pentacético com o
octadecil éster de tirosina ou com a fenilalanina. A partir destes ligantes,
complexos metalicos paramagnéticos de Gd", Yb" e Mn" foram obtidos e
caracterizados. Esses complexos anfipaticos foram incluidos na bicamada
lipidica de lipossomas e as vesiculas paramagnéticas obtidas apresentaram
grande tempo de relaxacdo (R1) em relagdo aos prétons aquosos da
vizinhanga. Estes compostos foram sintetizados para serem utilizados como

agentes de contraste em imagens obtidas por ressonéncia magnética (MRI).
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Em relagcdo a tomografia computadorizada esta técnica oferece uma melhor

visualizacdo dos diferentes tecidos moles do corpo [43].

1.5- A necessidade de se buscar um tratamento oral e tépico para as

leishmanioses

No Brasil, além de ser extremamente toxica [12, 26], a terapia utilizada
no tratamento das leishmanioses prediz a administragao injetavel do AM por
um longo periodo de tempo, podendo se estender por até quatro meses. Os
efeitos colaterais geralmente aparecem no final do tratamento e alguns
pacientes desenvolvem problemas no coragao, nos rins e no figado. Um outro
fator que limita a ades&o dos pacientes ao tratamento é sua grande ocorréncia
em zonas rurais com pouca assisténcia médica. Nesse contexto, desisténcias
do tratamento tornam-se freqlentes e, além de aumentar os reservatorios da
doencga, essa atitude ajuda a selecionar formas resistentes do parasito.

Infelizmente a humanidade ainda n&o dispde de medicamentos praticos,
seguros e eficazes contra as leishmanioses. Cabe ressaltar que também né&o
existe um tratamento topico eficaz que possa substituir a terapia convencional
no tratamento da leishmaniose cutanea. Em face dessas limitacdes, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a busca de farmacos e
formulagées que possam ser administrados por vias mais simples e seguras,
como a oral e topica [42]. Além de facilitar a utilizacado do medicamento, estes
novos proceimentos de administragcdo ajudariam a aliviar o sistema de saude,
pois, dispensam a internacédo do paciente e, consequentemente, a utilizacdo de

um grande numero de leitos hospitalares.
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1.6- Objetivos

e Obter o estibogluconato de sddio (SSG) e fazer sua caracterizagao fisico-
quimica.

e Obter uma formulagdo do estibugluconato de sédio (SSG) com a pB-
ciclodextrina (B-CD), SSG:B-CD 1:1, fazer sua caracterizagao fisico-quimica e
avaliar a absorgédo de Sb por via oral, em camundongos Swiss, promovida por
esta formulacéo.

e Obter uma formulagdo antimoniato de meglumina (AM) com a -
ciclodextrina (B-CD), AM:B-CD 7:1, fazer sua caracterizagao fisico-quimica e
avaliar a absorgdo de Sb por via oral, em camundongos Swiss e em caes da
raca Beagle, promovida por esta formulacéo.

e Obter novos complexos anfifilicos de Sb(V), a partir dos ligantes octanoil N-
metil-glucamida (LA8), decanoil N-metil-glucamida (LA10) e dodecanoil N-metil-
glucamida (LA12), fazer sua caracterizagao fisico-quimica e avaliar a absorcao

de Sb por via oral, em camundongos Swiss, promovida por estas formulagdes.
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CAPITULO 2- Materiais e métodos

2.1- Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e

estio listados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Reagentes utilizados na parte experimental.

Reagentes Origem
N-metil-d-glucamina (NMG) Aldrich Chemical Co.
Acido glucénico (GLU) Aldrich Chemical Co.
Pentacloreto de antiménio (SbCls) Aldrich Chemical Co.
Hexahidroxido antimoniato de potassio (KSb(OH)e) Fluka Chemie GmbH
Acido cloridrico Aldrich Chemical Co.
Hidréxido de sédio (NaOH) Aldrich Chemical Co.
Hidréxido de potassio (KOH) Grupo Quimica
Cloroférmio Merck
Acetona Merck
n-octanol Merck
Metanol Merck
Etanol Merck
Octanoil N-metil-glucamida (LAS8) Sigma
Decanoil N-metil-glucamida (LA10) Sigma
Dodecanoil N-metil-glucamida (LA12) Sigma
B-ciclodextrina (C42H70035* 11H,0) Sigma
Nitrato de Paladio (Pd(NOs3),) Perkin Elmer®
Nitrato de Magnésio (Mg(NOs),) Perkin Elmer®
Acido nitrico Aldrich Chemical Co.

2.2- Microanalises

Os percentuais dos elementos C, H e N foram determinados nos
compostos sintetizados usando um analisador CHN/S Perkin EImer modelo
2400 (Departamento de Quimica, UFMG).
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2.3- Espectroscopia de absorgao atdmica com forno de grafite (GFAAS)

O teor de antimdnio nas formulagdes e no soro dos camundongos Swiss
foi determinado por espectroscopia de absorcdo atdmica em um espectrémetro
Perkin Elmer® AAnalyst 600 (GFAAS), equipado com plataforma de
aquecimento do tipo forno de grafite e corretor Zeeman de back ground
(Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB/UFMG).

As amostras foram diluidas 60 vezes em HNO3 (0,2%) e lidas em 217,6
nm, com auxilio dos modificadores universais paladio e magnésio. As
temperaturas utilizadas na pirdlise e atomizagdo foram 1100 °C e 1900 °C
respectivamente e o sinal medido foi toda area do pico.

O método utilizado [18] foi certificado no laboratério de pesquisa do Prof.
Frédéric Frézard (ICB-UFMG) e as figuras de mérito determinadas encontram-

se representadas na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Representagao das figuras de mérito para determinagédo de Sb em
soro por GFAAS.

Faixa de Coef. de Linearidade | Limite de Limite de Precisédo Exatidao
calibragao | determinagao (ng L™ deteccgéao quantificagao (%CV) (% de
(ng L) () (ug L) (ug L) recuperago)
0- 200 0,9973 20 - 200 1,77 5,44 <5* 99 - 111

* para medidas com teor de Sb entre 40 — 200 (ug L™)

2.4- Espectroscopia de absorc¢ao na regidao do infravermelho

Os espectros de absorgéo na regido do infravermelho foram obtidos em
um equipamento Perkin Elmer® FT-IR System Spectrum GX (Departamento de
Quimica, UFMG), na regido de 4000-400 cm™ e resolugdo de 4 cm™. As

amostras foram preparadas em pastilhas de KBr.
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2.5- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonéncia magnética nuclear das amostras foram
obtidos no Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear da UFMG
(LAREMAR/UFMG) utilizando-se os espectrémetros Bruker AVANCE DPX 200
e Bruker AVANCE DRX 400.

Os espectros de 'H RMN das composicées AM:B-CD 7:1, AM+B-CD
(7+1) e AM foram obtidos no espectrometro Bruker AVANCE DPX 200 MHz a
25 °C. Estas amostras foram preparadas em D,O nas concentracdes de 0,04
mol/L Sb e/ou 0,0057 mol/L B-CD. Os deslocamentos quimicos verificados
foram calibrados pelo sinal da agua (4,75 ppm).

Ja os espectros de 'H RMN, *C RMN, DEPT, HMQC e COSY do
complexo Sb-LA8 e do ligante octanoil-N-metil-glucamida, foram obtidos no
espectrometro Bruker AVANCE DRX 400 MHz a 25 °C. As amostras foram
preparadas em D,0O, CDCI; e DMSO, na concentragao de 25 mg/mL.

2.6- Analisador de tamanho de particulas

O diametro hidrodinamico médio dos lipossomas e o indice de
polidispersividade da suspensdo foram determinadas por espectroscopia de
correlagao de fétons (PCS), com um angulo de espalhamento de 90°, usando
um analisador de tamanho de particulas modelo Zetasizer 3000 Malver
Instruments (Departamento de Quimica, UFMG).

A andlise de tamanho de particula das composi¢des AM:3-CD 7:1,
AM+B-CD (7+1) e AM, foram realizadas em diferentes intervalos de tempo,
apos dissolugao do po liofilizado em agua na concentragéo de 0,04 mol/L Sb e
0,0057 mol/L B-CD (25°C).

2.7- Medidas de dicroismo circular (DC)

As analises por dicroismo circular (DC) foram realizadas em atmosfera
de nitrogénio entre 190-280 nm, utilizando-se um espectrémetro Chirascan™
com resolugdo de comprimento de onda igual a 0,1 nm e cubeta de quartzo

com caminho otico de 0,1 mm (Departamento de Fisiologia e Biofisica,
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ICB/UFMG).

Estes estudos permitiram avaliar a dissociagdo dos nanoagregados
formados pelo complexo Sb-LA8, a 25 °C e a 60 °C, e sua cinética de formacao
a 60 °C.

2.7.1- Estudo da dissociagcao dos nanoagregados do complexo Sb-LA8 a
25 °C por DC

Para avaliar a dissociagdo dos nanoagregados do complexo Sb-LA8 a
25 °C, uma solucgao deste foi preparada na concentragdo 2,5 mmol/L de Sb e
os espectros de DC obtidos nos tempos: 0 min, 15 min e 30 min. Uma solucgéo
preparada a partir da mistura do KSb(OH)s (2,5 mmol/L de Sb) e do LA8 (7,5
mmol/L) foi utilizada como modelo de complexo dissociado. O ligante LA8 (7,5
mmol/L) também foi avaliado na auséncia de Sb. O composto KSb(OH)s nédo é

detectavel por DC, portanto, somente o ligante foi avaliado diretamente.

2.7.2- Estudo da dissociagcao dos nanoagregados do complexo Sb-LAS8 a
60 °C por DC

Para avaliar o comportamento dos nanoagregados do complexo Sb-LA8
apds seu aquecimento a 60 °C, uma solugdo deste foi preparada na
concentracdo 2,5 mmol/L de Sb e os espectros de DC obtidos nos tempos: 0
min (25 °C), 15 min e 30 min, apés aquecimento a 60 °C. O ligante LA8 (7,5
mmol/L) também foi avaliado na auséncia de Sb.

2.7.3- Estudo da cinética de formacao do complexo Sb-LA8 e seus

nanoagregados a 60 °C por DC

Para avaliar a formagao do complexo Sb-LA8 e de seus nanoagregados,
foi preparada uma solugédo concentrada a partir da mistura do KSb(OH)s (50
mmol/L de Sb) e do LA8 (150 mmol/L) e seus espectros de DC obtidos nos
tempos: 0 min (25 °C), 30 min, 60 min e 120 min, apés aquecimento a 60 °C.
Antes de cada leitura a amostra era diluida 20 vezes. O ligante LA8 (7,5

mmol/L de Sb) também foi avaliado na auséncia de Sb.
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2.8- Espectrometria de massas com fonte de ionizagao eletrospray

Os espectros de massa foram obtidos em um equipamento ESI Q-ToF
Micro™ (ICB/JUFMG) ou em um equipamento Waters/Micromass QToF-2
(Manchester, UK), com fonte Z-spray operando nos modos positivo e negativo .
Nos experimentos realizados no QToF, a voltagem capilar foi entre 3-3,5 kV e a
voltagem do cone da amostra foi de 40 V [45, 46]. O equipamento Q-ToF-2 foi
utilizado em experimentos conduzidos com cone de voltagem baixo (18-20 V).
Neste caso, a fonte de temperatura do bloco e o gas de desolvatacédo de
nitrogénio foram ajustados para 100 °C e 20 °C, respectivamente, e as
voltagens do capilar mantidas a 2.8 kV. A pressdo do gas na célula de colisdo
foi ~ 3.0 x 10™° mbar.

Nos espectros ESI-MS de antimoniais, ions complexos contendo Sb séo
facilmente reconhecidos devido aos seus isétopos (proporgdo de '2'Sb:'2*Sp,
57:43). O numero de atomos de Sb em cada complexo também pode ser
determinado a partir dos isétopos de origem. Cada espécie esta indicada com o
valor de m/z do primeiro pico isotdpico. A previsdo tedrica de relacéo
isotopomeérica foi realizada usando um Calculador Molecular de Peso.

As calibragdes dos espectrometros foram realizadas com iodeto de sédio
e iodeto de césio na faixa de 100 a 2000 m/z. As amostras foram preparadas
em agua deionizada, contendo ou ndo 0,1% TFA e introduzidas com um fluxo

de 5-10 pL/min. Os dados foram analisados no software MassLynx® 4.0.
2.9- Analise térmica

As andlises térmicas (TG/DTG/DTA) foram realizadas em um
equipamento NETZSCH-STA 409 EP (Departamento de Quimica, UFMG).

Os estudos foram feitos entre 25 e 800 °C, com uma razdo de
aquecimento de 10 °C/min e com uma vazdo média de 10 mL/min de ar

comprimido.
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2.10- Medidas de condutancia eletrolitica

As medidas de condutancia eletrolitica foram realizadas utilizando-se um
condutivimetro Digimed, modelo DM31 (Departamento de Quimica, UFMG),
equipado com célula condutimétrica de 3 mL de capacidade e constante igual a
1 cm™. Foram preparadas solucdes aquosas do padrdo (10 mol/L) de NaCl,
KCI, Ba(NOs), e CaCl; para calibracdo do equipamento.

As determinacbes da condutancia eletrolitica dos antimoniais foram
realizadas a temperatura ambiente (28 °C), em solucdes aquosas 10 mol/L de
Sb.

2.11- Determinagoes de pH

As medidas de pH foram realizadas com um potencidmetro Micronal,
modelo B371 (Departamento de Quimica, UFMG). Antes de ser utilizado o

aparelho era calibrado com solu¢des tampao pH 4,0 e 7,0.
2.12- Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As caracteristicas micro e nanoestruturais dos complexos anfifilicos de
Sb (forma e tamanho de particulas, poros, grdos, aglomerados) foram
avaliadas, utilizando-se um microscopio eletrénico de varredura JEOL, modelo
JSM-840A, do Laboratério de Microscopia Eletrobnica e Microanalise, no
Departamento de Fisica/lUFMG.

Para evitar efeitos de carga dentro da cédmara do microscopio, as
amostras foram submetidas ao processo de metalizagdo por sputering,
resultando em deposi¢cao de um finissimo filme de ouro (~ 40 nm) sobre a

superficie do poé.
2.13- Microscopia eletronica de transmissao (MET)
As caracteristicas micro e nanoestruturais dos complexos anfifilicos de

Sb também foram estudadas em um microscopio eletrénico de transmisséo
Tecnai G2-Spirit - FEI - 2006 (120 kV), com camera CCD e camera de



22

negativos; resolugcéo de linha: 0,34nm; resolugao de ponto: 0,49 nm; aumento
de 22 a 300.000 vezes, Cs:6,3 (aberragcao esférica) implicando em alto
contraste (Centro de Microscopia da UFMG).

As amostras foram diluidas em &agua (0,001 mol/L Sb), depositadas

sobre peliculas de formvar e coradas com acetato de uranila 5%.

2.14- Osmolaridade

Os estudos de osmolaridade foram realizados em um freezing point
osmometer JOSMETTE™ Model 5004, Precision Systems Inc. (Departamento
de Fisiologia e Biofisica, ICB/UFMG).

Para realizacao deste experimento foi preparada uma solucdo do SSG
(0,7 mol/L de Sb) em agua deionizada. Esta solugéo foi diluida 0,1 mol/L de Sb,
incubada a 37 °C e lida em triplicata no freezing point osmometer em fungao do

tempo.

2.15- Liofilizador

As formulagdées AM:B-CD 7:1 e SSG:B-CD 1:1 foram liofilizadas em um
aparelhno Labconco Freeze Dry System/Freezone 4.5 (Departamento de
Fisiologia e Biofisica, ICB/UFMG).

2.16- Centrifuga

As amostras de sangue foram centrifugadas em uma centrifuga Jouan
modelo MR 23i (Departamento de Fisiologia e Biofisica, ICB/UFMG).

2.17- Sintese do estibogluconato de sédio (SSG)

Primeiramente, foram solubilizados 10 g de acido glucénico (Figura 2.1)
em 500 mL de agua deionizada e, em quantidade equimolar, 10,537 g de
Sb(OH)s foram adicionados a esta solugdo. O Sb(OH)s foi previamente obtido
pela hidrélise do SbCls em agua e separado por centrifugagao (4000 rpm/10

min). A solugdo foi submetida a agitagdo e aquecimento (55 °C) e seu pH
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mantido em sete, com auxilio de NaOH e HCI, até ela ficar limpida. Apds esta
etapa, a solugdo ficou em repouso até esfriar e o complexo obtido foi
precipitado com acetona e seco. O rendimento desta sintese foi de
aproximadamente 70%. Este produto foi sintetizado de acordo com a rota
sintética relatada no pedido de patente Pl 0106305-7 [47].
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Figura 2.1: Acido glucénico.

2.18- Preparo da formulagdo do estibogluconato de sédio com a fB-
ciclodextrina (SSG:3-CD 1:1)

O SSG foi associado a B-CD na relagdo molar 1:1. Para isso, o SSG (0,1
mol/L de Sb) e a B-CD (0,1 mol/L) foram solubilizados separadamente em
banho-maria (60°C) e, apds serem misturados, a solugdo obtida foi mantida
sob agitagdo (60°C) durante 3 horas. Depois, esta solugao foi congelada em N,

liquido e liofilizada. O pH néo foi ajustado durante a preparagéo.

2.19- Avaliagao da absorgao oral de Sb em camundongos Swiss a partir
das formulagcdes do SSG e da formulagdo SSG:3-CD (1:1)

Camundongos Swiss pesando entre 20-30 g, provenientes do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG (Cebio), receberam
por gavagem diversas formulagdes do SSG e a composi¢gao SSG/B-CD, na
dose de 80 mg Sb/Kg. Os animais (n=5) foram sacrificados nos tempos de 30
minutos e 3 horas e o sangue foi coletado por pung¢do cardiaca (Procedimento
aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da UFMG, Protocolo
004/2003). O soro foi separado por centrifugagao (3000 g/10 min) e congelado
(-20 °C) para posterior doseamento de Sb por GFAAS. O SSG foi utilizado
como controle neste estudo.

Preparagao das formulagbdes do SSG e da formulagdo SSG:3-CD (1:1):
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Grupo 1: No momento da administragao foi preparada uma solugcao do
SSG em agua (25 °C) na concentracdo 0,06 mol/L de Sb. O volume de
administragao por animal foi 300 pL.

Grupo 2: No dia anterior a administragao foi preparada uma solugao do
SSG em agua na concentragao 0,06 mol/L de Sb. Esta solugao foi aquecida a
60 °C, durante 3 h e armazenada a 25 °C. O volume de administragdo por
animal foi 300 L.

Grupo 3: No dia anterior a administracdo foi preparada uma solucao
concentrada do SSG em agua na concentragédo 0,65 mol/L de Sb. Esta solugéo
foi aquecida a 60 °C, durante 3 h e armazenada a 25 °C. No momento da
administracdo, esta solugdo foi diluida para 0,06 mol/L de Sb. O volume
administrado por animal foi 300 L.

Grupo 4: No momento da administragao foi preparada uma solugcdo do
composto SSG:B-CD (1:1) em agua (25 °C) na concentragéao 0,06 mol/L de Sb.

O volume de administragao por animal foi 300 pL.

2.20- Sintese do antimoniato de meglumina (AM)

Este produto foi sintetizado de acordo com a rota sintética relatada no
pedido de patente Pl 0106305-7 [47].

Primeiramente, foram solubilizados 10 g de N-metil-d-glucamina (Figura
2.2) em 500 mL de agua deionizada e, em quantidade equimolar, 10,537 g de
Sb(OH)s foram adicionados a esta solugdo. O Sb(OH)s foi previamente obtido
pela hidrélise do SbCls em agua e separado por centrifugagao (4000 rpm/10
min). A solugdo foi submetida a agitagdo e aquecimento (55 °C) e seu pH
mantido em sete, com auxilio de hidroxido de potassio (KOH), até ela ficar
limpida. Apds esta etapa, a solucéo ficou em repouso até esfriar e o complexo
obtido foi precipitado com acetona e seco. O rendimento desta sintese foi de

aproximadamente 70%.

OH
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I

HO.

:
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Figura 2.2: N-metil-d-glucamina.
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2.21- Preparo da formulagdo do antimoniato de meglumina com a -
ciclodextrina (AM:3-CD 7:1)

O AM foi associado a B-CD na relagdo molar 7:1. Para isso, o AM (0,7
mol/L de Sb) e a B-CD (0,1 mol/L) foram solubilizados separadamente em
banho-maria (60°C) e, apds serem misturados, a solugédo obtida foi mantida
sob agitagéo (60°C) durante 3 horas. Depois, esta solugéo foi congelada em N,

liquido e liofilizada. O pH néo foi ajustado durante a preparagéo.

2.22- Avaliacao da absorcao oral de Sb em caes da raga Beagle a partir
das formulagcoes AM e AM:3-CD 7:1

Trés caes fémeas da raga Beagle de sete anos de idade, saudaveis e
pesando entre 10,5 £ 12,5 Kg, foram usadas no estudo farmacocinético. Os
caes foram alimentados 6 horas antes da administracdo das formulacdes. As
solugdes do AM:B-CD 7:1 e do AM foram preparadas, na concentragéao de 0,7
mol/L de Sb, quinze minutos antes da sua administracdo. Foi realizada uma
unica administragdo de cada formulagao, na dose de 100 mg Sb/Kg de peso,
com auxilio de um cateter nasogastrico. As formulagbes, AM:3-CD 7:1 e AM,
foram estudadas subsequentemente com um intervalo de quatro semanas.
Apoés cada administragdo, amostras de sangue foram coletadas por pung¢do na
veia jugular nos tempos de 0, 30, 60 e 90 minutos e 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 15,
24 horas. O soro foi separado por centrifugacao (3000 g/10 min) e congelado (-
20 °C) para posterior doseamento de Sb por GFAAS. O AM foi utilizado como
controle neste estudo. (Procedimento aprovado pelo Comité de Etica e
Experimentagcdo Animal da UFMG, Protocolo 142/2006).

2.23- Avaliagao da absorgao oral de Sb em camundongos Swiss a partir
das formulagcoes AM e AM:3-CD 7:1

Camundongos Swiss fémeas pesando entre 20-30 g, provenientes do
Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG (Cebio),

receberam por gavagem as composi¢des AM:B-CD 7:1 e AM, na dose de 300
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mg Sb/Kg, preparadas no momento da administragdo. Os camundongos foram
divididos em grupos de 5 animais por formulagcdo/tempo. Administrou-se por via
oral 0,1 mL das composi¢des na concentracao de 0,7 mol Sb/L. Os animais
foram sacrificados nos tempos de 1 e 3 horas e o sangue foi coletado por
puncdo cardiaca (Procedimento aprovado pelo Comité de Etica e
Experimentagdo Animal da UFMG, Protocolo 004/2003). O soro foi separado
por centrifugagdo (3000 g/10 min) e congelado (-20 °C) para posterior

doseamento de Sb por GFAAS. O AM foi utilizado como controle neste estudo.

2.24- Sintese dos dos complexos de alquilmetilglucamidas com antiménio
(Sb-AMG)

Nesta sintese, as alquilmetilglucamidas (octanoil N-metil-glucamida,
decanoil N-metil-glucamida e dodecanoil N-metil-glucamida), foram adicionadas
a uma solucao de KSb(OH)s na relagdo molar 3:1. Primeiramente, solubiliza-se
o KSb(OH)s em agua deionizada (60 °C) e, em seguida, adiciona-se o ligante
anfifilico. O pH da solugdo nao precisa ser ajustado. Apdés duas horas de
reacao sob agitagcéo (60 °C) esta solugédo deve ser seca em chapa aquecedora
(60 °C). Depois, o filme translucido obtido deve ser solubilizado em metanol e
seco novamente. Finalmente, o solido obtido deve ser solubilizado em
cloroférmio, seco em chapa aquecedora, raspado e armazenado em

dessecador.

2.25- Determinacao do coeficiente de particao o6leo/agua do Sb nos

complexos de alquilmetilglucamidas com antiménio (Sb-AMG)

Os coeficientes de particido dos complexos anfifilicos de Sb(V) foram
determinados em duplicata em sistema n-octanol/agua. Primeiramente os
complexos eram dissolvidos em n-octanol e, depois, um volume igual de
tampao fosfato pH 7,0 era adicionado, resultando em uma concentragao final
de 0,5. 10° mol/L de Sb. A mistura foi agitada mecanicamente e mantida em
repouso por 24 h para a distribuicdo das duas fases do sistema. Apds a
separagcao, amostras das duas fases foram coletadas e o teor de Sb dosado

por Espectroscopia de Absorgdo Atdbmica em Forno de Grafite (GFAAS). Os
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resultados sdo expressos em coeficiente de particdo aparente [P], obtido pela
divisdo da concentragcao de Sb na fase organica pela concentragdo de Sb na
fase aquosa. O KSb(OH)s e o AM foram utilizados como referéncia de

antimonial hidrofilico.

2.26- Avaliagao da absorgao oral de Sb em camundongos Swiss a partir

dos novos complexos anfifilicos de Sb(V)

Camundongos Swiss pesando entre 20-30 g, provenientes do Cebio,
receberam por gavagem os complexos, Sb-LA8, Sb-LA10 e Sb-LA12, na dose
de 100 mg Sb/Kg. Os camundongos foram divididos em grupos de 4 animais
por formulagcao/tempo e receberam por via oral 0,2 mL do antimonial na
concentragédo de 0,1 mol Sb/L. Os animais foram sacrificados nos tempos de 1
e 3 horas e o sangue foi coletado por pungao cardiaca (Procedimento aprovado
pelo Comité de Etica e Experimentacdo Animal da UFMG, Protocolo
004/2003). O soro foi separado por centrifugagédo (3000 g/10 min) e congelado
(-20 °C) para posterior doseamento de Sb por GFAAS. O AM foi utilizado como
controle neste estudo, sendo preparado e administrado nas mesmas condi¢gdes

experimentais de concentragao e dose.
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CAPITULO 3- Caracterizagdo do estibogluconato de sédio (SSG) e da
formulacao estibogluconato de sédio:p-ciclodextrina 1:1 (SSG:B-CD 1:1) e
avaliagdao da absorcao oral de Sb, em camundongos Swiss, promovida

por estas formulagoes
3.1- Introdugao

O antimonial pentavalente, estibogluconato de sédio (SSG) é uma das
drogas de primeira escolha no tratamento das leishmanioses [13].
Recentemente, foi descoberto que os antimoniais pentavalentes também
apresentam atividade em modelos experimentais de cancer, hepatite C e AIDS
[48]. Apesar destes medicamentos serem utilizados por mais de meio século na
medicina, sua estrutura quimica e composicao nao foram confirmadas.

A anadlise do SSG por cromatografia por peneiramento molecular
mostrou que ele é composto de multiplas espécies de peso molecular variando
entre 100 e 4000 Da [49], em vez da espécie Unica Sb-gluconato de sddio 2:2
proposta (Figura 3.1) [48, 50]. Apesar dos conflitantes dados encontrados na

literatura, este modelo geralmente tem sido aceito [48].

OH OH
OH HO,
OH (EN;]

0
“SJ—()—Sb(
o/ \'o

O O

0 ONa ONa 0

Figura 3.1: Estrutura proposta para o SSG.

Estas incertezas demonstram a necessidade de se reavaliar a estrutura
quimica deste medicamento e o seu comportamento nos fluidos biolégicos.
Tais elucidacbes s&o essenciais para ajudar a compreender o perfil
farmacologico do SSG e direcionar o planejamento de farmacos mais potentes
€ menos toxicos.

Neste capitulo, a estrutura quimica e a composicdo do SSG foram

estudadas por medidas de osmolaridade, analises elementares, analises
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termogravimétricas, espectroscopia de absor¢do na regidao do infravermelho,
espectroscopia de absor¢cdao atdomica com forno de grafite (GFAAS) e
espectrometria de massas com fonte de ionizagdo eletrospray (ESI-MS) nos
modos positivo e negativo.

As ciclodextrinas tém sido muito utilizadas pela industria farmacéutica
para melhorar a biodisponibilidade oral de drogas, levando a um aumento da
atividade termodinamica da droga e velocidade de dissolugdo [30]. Com intuito
de modular a absor¢ao de Sb por via oral em camundondos Swiss e avangar
no desenvolvimento de um medicamento oral para o tratamento das
leishmanioses, também foram realizados ensaios preliminares in vivo a partir
de formulagdes: SSG e SSG:B-CD 1:1.

3.2- Caracterizagao fisico-quimica do estibogluconato de sédio (SSG)

3.2.1- Andlise termogravimétrica do SSG

No SSG sdo observadas quatro etapas de decomposicao térmica
(Figura 3.2).

A primeira, entre 25 e 127,9 °C (14,81%), corresponde a perda de agua
de cristalizagdo. A segunda (127,9 - 254,7 °C), a terceira (257,16 - 418,5 °C) e
a quarta etapa (418,5 - 600 °C) estdo relacionadas a decomposi¢do do
composto e a perda de matéria organica.

Nao foi verificada decomposigdo completa da amostra até 700 °C, a
porcentagem de residuo obtida, 46,95%, é atribuida a presenca de 6xidos de
Sb.
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Figura 3.2: Curvas TG, DTG (azul) e DTA (verde) do SSG.

3.2.2- Microanalises do SSG

Os resultados dos percentuais dos elementos C, H, Sb e Na do SSG sao

apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Percentuais dos elementos C, H, Sb e Na encontrados para o SSG.

Calculado

C24H33Na50338b4.15H20 ExPe"mental

%C
16,74

%H
3,66

%Sb
28,29

%Na
6,68

%C
15,94

%H
3,57

%Sb
28,40

%Na
6,70

Considerando a presenga das moléculas de agua indicadas pela analise
térmogravimétrica, esses dados e as analises apresentadas a seguir sugerem
a formagéo de complexos oligoméricos entre o Sb(V) e o acido glucénico (GLU)
com a seguinte férmula minima:

C24H33Nas033Sbs. 15H,0 (-[GLUNa-Sb(OH)]; - [GLUNa-Sb(OH),Na]-)
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3.2.3- Condutividade do SSG

A medida de condutividade elétrica do SSG foi feita a partir de uma
solugdo aquosa de concentragdo 10™ mol/L de Sb. Os resultados obtidos foram
comparados aos resultados obtidos para eletrélitos padrées de estequiometria

1:1 e 2:1. Os resultados sao apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Medidas de condutividade elétrica

Composto (4S/cm)
KCI 161,4
NaCl 126,3
Ba(NOs) 259,7
CaCl, 274 .4
SSG 171,2

Observou-se que a condutividade elétrica do SSG é compativel com a
presenca de eletrolitos de estequiometria 1:1. Esse resultado indica que esses

complexos possuem uma carga negativa e um contra ion, Na".
3.2.4- Espectroscopia de absorc¢ao na regidao do infravermelho do SSG

Em relagcdo ao espectro do ligante acido glucénico (GLU) (Figura 3.3), o
espectro de absorgdo no infravermelho do estibogluconato de sodio (SSG)
apresentou varias alteragdes (Figura 3.4).

Houve um estreitamento da banda larga, em 3427 cm™, relacionada as
vibragbes de estiramento dos grupos O-H. A banda de deformacao axial de
C=0 do GLU, em 1735 cm™, foi deslocada para 1675 cm™, indicando formagao
do anion carboxilato. Também observou-se significativa alteragdo nas bandas
de deformagdo angular no plano dos grupos O-H (1412-1230 cm™) e C-O
(1132 e 1060 cm™), sugerindo complexacdo do Sb com o oxigénio das
hidroxilas do GLU [51]. O aparecimento de uma nova banda no espectro do
SSG em 800 cm™ foi atribuida a vibragéo de estiramento assimétrico Sb-O e,

portanto, a formag¢ao do complexo [52].
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Figura 3.3: Espectro no infravermelho do GLU.
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Figura 3.4: Espectro no infravermelho do SSG.
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3.2.5- Andlises do SSG por espectrometria de massas com fonte de

ionizacao eletrospray (ESI-MS) nos modos positivo e negativo

As Figuras 3.5 e 3.6 mostram os espectros ESI-MS do SSG em agua
nos modos positivo (+) e negativo (-), respectivamente. A Tabela 3.3 apresenta
a razao massa/carga (m/z) das principais espécies observadas no espectro e a

respectiva férmula molecular proposta.

Tabela 3.3: Espécies ibnicas identificadas nos espectros de ESI(+)-MS e
ESI(-)-MS do SSG (0,005 mol/L Sb) em agua 2.

Espécies cationicas m/z Espécies anidnicas m/z
[Sb"(OH),(ONa),]* 233 [GLU — HT 195
[GLU + NaJ* 219 [(GLU — 4H)Sb"T 313

[GLU — H + 2Na]" 241 365 — 2H,0 329

411 - H,0 393 365 — H,0 347

433 - 2H,0 397 [(GLU — 3H)Sb"(OH)s] 365

[(GLU — 3H + 2Na)Sb"(OH),]" 411 [(GLU — 4H)Sb"(OH)(ONa) 369
433 - H,0 415 369 + H,0 387

[(GLU — 3H + 2Na)Sb'(OH),(ONa)]" 433 [(GLU —4H + Na)SbY(OH),(ONa),] 431
[(2GLU — 7H + 3Na) Sb"]" 575 [(2GLU — 5H)Sb"(OH)J 525
575 + H,0 593 587 — H,0 569

651 — 3H,0 597 [(2GLU — 6H + 2Na)Sb¥(OH),] 587

575 + 2H,0 611 [(2GLU — 8H + 779

2Na)(Sb");(OH)s(ONa)I
651 — 2H,0 615 779 + H,0 797

ou
[(2GLU — 6H + 2Na)Sb"(OH),
(O)Sb"(OH),(ONa)J

651 — H,0 633

[(2GLU — 5H + 4Na)Sb¥(OH)s]" 651

785 — H,0 767

[(2GLU — 9H + 4Na)(Sb"),(OH)a]" 785
[(2GLU — 8H + 4Na)(Sb"),(OH),ONa]" 825
825 + H,0 843

1043 — H,0 1025

[(3GLU — 10H + 6Na)(Sb"),(OH)s]" 1043

@ Proposta para os ions que mostraram os picos mais intensos.
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Figura 3.5: Espectro de ESI(+)-MS do SSG em agua, 0,005 mol/L Sb (voltagem
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Figura 3.6: Espectro de ESI(-)-MS do SSG em agua, 0,005 mol/L Sb (voltagem
do cone =40 V).



35

O espectro ESI(+)-MS mostrou ions m/z 393, 397, 411, 415 e 433,
correspondentes a complexos Sb(V)-GLU 1:1. Os ions m/z 575, 597, 615, 633
e 651, s&o correspondentes a complexos Sb(V)-GLU 1:2. Os ions m/z 767, 825
e 843, sao correspondentes a complexos Sb(V)-GLU 2:2 e os ions m/z 1025 e
1043 sao correspondentes a complexos Sb(V)-GLU 2:3. Estes complexos
estdo associados ao ions sédio.

O espectro ESI(-)-MS mostrou ions m/z 329, 347, 365, 369 e 387, que
correspondem a complexos Sb(V)-GLU 1:1 associados ou ndo com ion sodio.
Os ions m/z 525 e 587 e os com m/z 779 podem ser atribuidos a complexos
Sb(V)-GLU 1:2 e 2:2, respectivamente, associados ou ndo com ion sodio.

As férmulas estruturais das principais espécies identificadas no SSG

estdo demonstradas na Figura 3.7.

Na
HO o, (l)l-[ _ OH “\(’J
“Sh—OH =40, Oy, | o) 0]
“Sh.
O OH o ~o Na
ot OH y S
O OH o ’ Uf/ \ OH
i OH SH—
0 m/z 365 \, HO 0™ | oH
“Na OH m/z 779
(O—Na

m/z 587 m/z 1025
Figura 3.7: Férmulas estruturais propostas para as espécies 365 Da, 587 Da,
779 Da e 1025 Da, identificadas no SSG.

O SSG apresentou complexos Sb(V)-ligante com estequiometrias 1:1,
1:2, 2:2 e 2:3, indicando que este medicamento & constituido por uma mistura
oligomérica com formulas gerais (GLU-Sb),-GLU e (GLU-Sb),.

A hipotética férmula estrutural, m/z 797, encontrada na literatura para o
complexo Sb-GLU 2:2 (Figura 3.1) [48], difere bastante da proposta elaborada
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a partir da espécie m/z 779 encontrada neste estudo (Figura 3.7). Além do
mais, somente esta estrutura pode explicar a formagao do complexo Sb-GLU
2:3 identificado por ESI(+)-MS.

3.2.6- Avaliacao da cinética de osmolaridade do SSG

Mudangas significativas na osmolaridade foram observadas durante as
primeiras 5 horas de incubagao (Figura 3.8).

A osmolaridade inicial do SSG foi 135 mosmol/L e um aumento de 53
mosmol/L foi observado durante as primeiras 5 horas de incubagdo. A
explicagdo mais provavel para este comportamento é a hidrolise de espécies
oligoméricas em espécies mais simples, resultando em um aumento no numero
de particulas. A cinética de osmolaridade também mostrou que a dissociacao

do SSG tem uma meia-vida de aproximadamente 20 minutos.

200
180-|
160
140
120

(mosmol/L)

(h)
Figura 3.8: Cinética de osmolaridade em uma solug¢do de SSG apés diluigao de
0,7 mol/L para 0,1 mol/L de Sb e incubacao a 37°C. Dados expressos como
média + SEM (n = 3).

Estes dados demonstram que a composi¢cao do SSG é dependente da
concentracido e do tempo. Este farmaco apresenta uma preparagao comercial
muito concentrada (85-100 g/L de Sb) que deve consistir em uma mistura de
complexos Sb-GLU 2:1, 2:2 e 2:3 Por outro lado, em solugdes aquosas
diluidas, como o SSG no soro de pacientes ap6s administragédo, este complexo
poderia converter-se lentamente a complexos Sb(V)-GLU 1:1, como sugerido
pela relagédo Sb/particula perto de um apés 5 horas de incubacgéo a 37 °C.

O aumento da despolimerizagao com a diluicdo era esperado, mas este

comportamento também reflete uma labilidade relativa as ligagdes
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coordenadas. O complexo Sb(V)-ligante 1:1 é provavelmente o mais estavel,
especialmente se considerarmos a alta constante de estabilidade aparente
(8600 mol/L) estimada previamente para o AM [53]. Recentemente, um estudo
realizado por Demicheli et al., verificou que esta relacdo de estabilidade
também é observada em complexos de Sb(V) com a guanosina monosfosfato
(GMP), onde o complexo 1:1 é muito mais estavel que o 1:2 [54].

Este processo de despolimerizacao lenta deve provavelmente contribuir
no complexo perfil farmacocinético destas drogas [55, 56]. O estado de
agregacao inicial do SSG parece ser importante do ponto de vista
farmacolégico. Lotes de SSG que apresentaram alta osmolaridade foram
clinicamente ineficientes [49] e cardiotdxicos [57]. Por outro lado, complexos
dissociados Sb(V)-GLU 1:1 e o proprio antimoniato, evidenciados no soro
humano durante tratamentos, sdo esperados como a forma final do Sb em

antimoniais pentavalentes [58].

3.3- Caracterizagao fisico-quimica da formulagao estibogluconato de
sodio:B-ciclodextrina 1:1 (SSG:$-CD 1:1)

3.3.1- Analise termogravimétrica da formulacdo SSG:p-CD 1:1

Com intuito de avaliar a interacdo do SSG com a B-CD, realizou-se um
estudo termogravimétrico que permitiu comparar a mistura mecanica SSG+3-
CD (1+1) e a composigao SSG:B-CD 1:1, e estas em relagdo aos componentes
de partida.

O perfil termogravimétrico da mistura mecanica SSG+p-CD (1+1) (Figura
3.9) e da composicdo SSG:B-CD 1:1 (Figura 3.10) sdo muito diferentes.
Enquanto as curvas TG/DTG/DTA da mistura mecanica SSG+B-CD (1+1)
apresentaram perfis semelhantes ao da pB-CD (Figura 3.11), as curvas
TG/DTG/DTA da composigdo SSG:B-CD 1:1 apresentaram novos aspectos.
Além do estreitamento da banda exotérmica verificada entre 344 e 500 °C, a
DTA também apresentou um novo pico em 546 °C que nao foi verificado nas
curvas DTA do SSG e da B-CD (Figuras 3.2 e 3.11). Estas mudangas sugerem

a formagéo de um complexo entre a B-CD e o SSG.



Ihl.‘sm

am

Temperatura °C
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Figura 3.10: Curvas TG, DTG (azul) e DTA (verde) da formulagdo SSG:p-CD
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Figura 3.11: Curvas TG, DTG (azul) e DTA (verde) da -CD.

A analise termogravimétrica (TG/DTG) sugere que as moléculas de agua
presentes na cavidade hidrofobica da CD n&o foram removidas [59], portanto,
provavelmente ndo houve inclusdo do SSG na CD, porém, esta droga deve ter
interagido com a superficie externa deste nanocarreador. A pequena diferenca
na porcentagem de agua observada entre a -CD e a formulagdo SSG:3-CD

1:1, 1,8 %, pode estar associada a liofilizagao utilizada no preparo desta.

3.3.2- Espectroscopia de absorcao na regidao do infravermelho da
formulagcao SSG:3-CD 1:1

O espectro no infravermelho da mistura mecanica SSG+p-CD (1+1) é
idéntico ao da B-CD. Ja o espectro da composi¢dao SSG:B-CD 1:1 apresenta
uma sutil diferenca, em 1592 cm™, em relacéo ao espectro da p-CD, atribuida a

contribuicdo de uma banda proveniente do SSG (Figura 3.12).
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Figura 3.12: Espectro no infravermelho da pB-CD (verde), da mistura mecanica
SSG+B-CD (1+1) (vermelho), da composi¢gao SSG:B-CD 1:1 (azul) e do SSG
(preto).

3.4- Absorgcao de Sb por via oral em camundongos Swiss a partir das

formulagoes preparadas com o SSG

As Figuras 3.13 e 3.14 mostram as concentragdes de Sb alcangadas no
soro dos camundongos Swiss 30 minutos e 1 hora apds a administragédo por
via oral de diferentes formulagées do SSG. O grupo 1, utilizado como controle,
foi tratado com uma solugdo de SSG (0,06 mol/L de Sb) preparada no
momento da administragdo a partir do composto em p6. O grupo 2 foi tratado
com uma solugdo de SSG (0,06 mol/L de Sb) preparada no momento da
administragao por diluicdo de uma solugao concentrada (0,65 mol/L de Sb). O
grupo 3 foi tratado com uma solugcao de SSG (0,06 mol/L de Sb) preparada no
dia precedente a administracao a partir do composto em pé e aquecida por 3 h.
Por fim, o grupo 4 foi tratado com uma solugdo do SSG:3-CD 1:1 (0,06 mol/L

de Sb) preparada no momento da administragao.
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Figura 3.13: Concentragdes de Sb no soro de camundongos SWISS, 30 min
apos a administragao oral de diferentes formulagdes do SSG na dose de 80 mg
Sb/Kg (n=3-6).
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Figura 3.14: Concentragdes de Sb no soro de camundongos SWISS, 3 h apés
a administracao oral de diferentes formulagcées do SSG na dose de 80 mg
Sb/Kg (n=3-6).

Apos 30 minutos da administracdo, as maiores concentracbes de Sb
foram verificadas nos grupos 1 e 3. No entanto, houve grande variabilidade no
resultado entre animais do mesmo grupo e o aumento da concentragdo de Sb
no soro nao foi estatisticamente significativo (pelo teste One way ANOVA com
pos-teste de Dunnett). Podemos sugerir que a solugdo do SSG diluida no
momento da administracdo e a formulagdo SSG:B-CD 1:1, poderiam estar em

estado mais agregado, dificultando ou retardando a absorgédo do Sb nos grupos
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2 e 4. Por outro lado, apés 3 horas da administracdo, uma diferenca
estatisticamente significativa foi observada entre o grupo tratado com o SSG:j3-
CD 1:1 e os outros grupos. Continuando a hipétese anterior pode-se presumir
que o SSG concentrado, diluido no momento da administragdo, teve mais
facilidade em se despolimerizar, e que a formulagdo SSG:B-CD 1:1 continuou

em um estado mais polimerizado.

3.5- Conclusoes

O antimonial pentavalente SSG, avaliado por ESI(+)-MS e ESI(-)-MS,
apresentou complexos Sb(V)-ligante 1:1, 1:2, 2:2 e 2:3, assim, novas estruturas
foram propostas para esta droga.

O lento aumento da osmolaridade em solu¢des diluidas de SSG (37°C,
meia vida de 20 minutos) sugere que os complexos Sb(V)-ligante 1:1
desempenham um papel farmacolégico importante.

Os ensaios in vivo, a partir das formulagcdes preparadas com o SSG,
demonstraram que o estado de polimerizacdo e a CD permitem modular a
absorcdo de Sb por via oral, entretanto, os resultados obtidos n&o sao
promissores para o desenvolvimento de uma formulacéo para o tratamento das

leishmanioses.
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CAPITULO 4- Caracterizagio da formulagio antimoniato de meglumina:p-
ciclodextrina 7:1 (AM:B-CD 7:1) e avaliagdao da absorgao oral de Sb, em
caes da raca Beagle e em camundongos Swiss, promovida por estas

formulagoes

4.1- Introdugao

As beta-ciclodextrinas (B-CD) sao oligassacarideos ciclicos formados por
sete unidades de glicose e podem incluir moléculas apolares, via interagdes
nao-covalente, em sua cavidade hidrofébica [59]. Associagdes droga-CD tém
sido muito avaliadas com intuito de mudar o sitio de absorgao, prolongar a
absorgao e promover a absorcao de drogas por via oral [60].

A proposta de associar a B-CD com o leishmanicida antimoniato de
meglumina (AM), difere significativamente das estratégias convencionais, pois,
planeja interagir uma droga hidrofilica com a superficie polar externa da CD.

No antimonial pentavalente AM, o Sb é o principal responsavel pela acao
farmacoldgica desta droga [61]. A composicdo AM:3-CD 1:1, recentemente
descrita na literatura, tornou o AM mais ativo por via oral [33]. Este foi o
primeiro relato de uma possivel atividade oral a partir de um antimonial
pentavalente. A formagdo de complexos ternarios meglumina-Sb-B-CD
depende da ocorréncia de multiplas ligagdes covalentes e nao-covalentes,
envolvendo as hidroxilas da CD e levam a formacédo de nanoagregados [34,
62]. Diferentemente dos convencionais complexos de inclusdo [63], a
composicado AM/B-CD age como sistema de liberagdo controlada de droga
(AM) apés diluicdo em solugdo aquosa. Esta propriedade foi atribuida a
labilidade da ligacdo Sb-O-(3-CD) [62].

Este capitulo apresenta a caracterizacéo fisico-quimica da composi¢ao
AM:B-CD 7:1 obtida e avalia a absor¢cado de Sb, em caes da raga Beagle e em
camungondos Swiss, promovida apos sua administracdo por via oral. A
composicao utilizada apresentou grande solubilidade em agua, permitindo a
administragao oral de doses elevadas de Sb em animais de grande porte.

O AM foi sintetizado e caracterizado anteriormente no nosso grupo de
pesquisa [14, 47, 52]. Para efeito de comparagao com a formulagcédo AM:3-CD

7:1, a caracterizagdo do AM também esta apresentada.
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4.2- Caracterizacgao fisico-quimica do antimoniato de meglumina (AM)

4.2.1- Analise termogravimétrica do AM

No AM sao observadas quatro etapas de decomposig¢ao térmica (Figura
4.1). A primeira etapa, entre 25 e 130 °C, corresponde a perda de trés
moléculas de agua de hidratagdo, ja a segunda, entre 130 e 196 °C, esta
relacionada ao inicio da decomposicao do composto e a perda de matéria
orgéanica. A terceira (196 e 416 °C) e quarta etapas (416 e 634 °C) também
estdo relacionadas a decomposicdo do composto e a perda de matéria
organica.

Nao ocorreu decomposicdo completa da amostra e o residuo, 29,7%,

trata-se de 6xidos de antiménio.

DTA
DTG TG
(uVvimg) (lmin) (%)

00
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Temperatura °C

Figura 4.1: Curvas TG, DTG (azul) e DTA (verde) do AM.
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4.2.2- Microanalises do AM

Os resultados dos percentuais dos elementos C, H, N e Sb do AM séao

apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Percentuais dos elementos C, H, N e Sb encontrados para o AM.

Calculado
C7H4g0sNSb.3H,0
%C %H %N %Sb | %C | %H %N %Sb
AM 20,07 | 5,70 | 3,58 | 29,00 | 20,10 | 5,72 | 3,34 | 29,00

Experimental

Considerando a presenga das moléculas de agua indicadas pela analise
termogravimétrica, esses dados sugerem a formacao de um composto com a
férmula minima C7H1s0sNSb.3H,0, de relagdo molar Sb(V):NMG 1:1, como ja

demonstrado por Demicheli et al [45].
4.2.3- Condutividade do AM

A medida de condutividade elétrica do AM foi feita a partir de uma
solugdo aquosa de concentracdo 10 mol/L de Sb. Os resultados obtidos foram
comparados aos resultados obtidos para eletrélitos padrées de estequiometria

1:1 e 2:1. Os resultados sao apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Medidas de condutividade elétrica

Composto (uS/cm)
KCI 161,4
NaCl 126,3
Ba(NOs) 259,7
CaCl 274 .4
AM 37,1

Observou-se que a condutividade elétrica do AM é compativel com a

auséncia de eletrolitos.
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4.2.4- Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho do AM

O espectro de absorgdo no infravermelho do AM (Figura 4.2) foi
semelhante ao encontrado na literatura [52]. Foi observada uma banda larga
em 3419,4 cm ', relacionada as vibragdes de estiramento dos grupos O-H e N-
H. Também verificou-se o alargamento das bandas de deformagao angular no
plano dos grupos O-H (1458,8-1227,8 cm™) e C-O (1050,2 cm™). O
aparecimento de uma banda em 776,4 cm™ pode ser atribuida a vibragéo de

estiramento assimétrico Sb-O.

Estes dados indicam a complexacéao do ligante com o Sb.
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Figura 4.2: Espectro no infravermelho do antimoniato de meglumina (AM).
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4.3- Caracterizagao fisico-quimica da formulagdao antimoniato de
meglumina:p-ciclodextrina 7:1 (AM:3-CD 7:1)

4.3.1- Espectroscopia de absor¢do na regiao do infravermelho da
formulagcao AM:3-CD 7:1

O espectro de absorgédo no infravermelho da formulagdo AM:B-CD 7:1
nao apresentou grandes modificagbes em relacdo aos espectros do AM e da [3-
CD (Figura 4.3). Entretanto, sutis alteracbes foram verificadas nas bandas
relacionadas as deformagdes angulares no plano dos grupos O-H (1298-1335
cm”) e C-O (1101-1157 cm™) e sugerem complexagdo do AM com oxigénios
das hidroxilas da p-CD.

A banda verificada em 776,43 cm™ pode ser atribuida & vibracdo de

estiramento assimétrico Sb-O [52].

133526

1157.48
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Figura 4.3: Espectro no infravermelho do AM (preto), da B-CD (vermelho) e da
formulagédo AM:B-CD 7:1 (azul).
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4.3.2- Analise termogravimétrica da formulagao AM:B-CD 7:1

Com intuito de avaliar a interagcdo do AM com a B-CD, realizou-se um
estudo termogravimétrico que permitiu comparar a formulagcdo AM:B-CD 7:1
(Figura 4.4) e a mistura mecanica AM+B-CD (7+1) (Figura 4.5) e, e estas em
relacdo aos componentes de partida (Figuras 4.6 e 4.7).

A analise térmica diferencial (DTA) da mistura mecanica AM+p-CD
apresentou um sutil pico endotérmico em 305 °C, muito semelhante aquele
observado em 302 °C para a amostra da B-CD (Figura 4.6). Estes picos foram
atribuidos a fusao deste nanocarreador e indicam que ndao houve complexacao
do AM com a ciclodextrina quando estes foram misturados de maneira simples.

Por outro lado, a curva DTA da formulagdo AM:3-CD 7:1 (Figura 4.4)
apresentou um proeminente pico exotérmico em 306 °C ndo verificado nas
curvas DTA dos outros compostos. Como o pico endotérmico relacionado a
fusdo da ciclodextrina nao foi observado, esta técnica sugere que o complexo

entre o AM e a 3-CD foi obtido com éxito.

DTA TG
(uVv/mg) (%)

Temperatura °C

Figura 4.4: Curvas TG (azul) e DTA (verde) da formulagdo AM:B-CD 7:1.
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Figura 4.5: Curvas TG (azul) e DTA (verde) da mistura mecanica AM+3-CD

(7+1).
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Figura 4.6: Curvas TG (azul) e DTA (verde) da B-CD.
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Figura 4.7: Curvas TG (azul) e DTA (verde) do AM.
4.3.3- Estudos de 'H RMN da formulagdo AM:B-CD 7:1

A Figura 4.8 compara os espectros de 'H RMN obtidos para as
formulagées AM:B-CD 7:1, solugdo AM+B-CD (7+1) e B-CD livre, na faixa de
3,5-4,5 ppm, dando énfase na ressonéancia dos principais hidrogénios da -CD
em D,O.

A caracterizagdo da B-CD por '"H RMN é bem descrita na literatura [57,
58, 61]. A Tabela 4.3 apresenta os deslocamentos quimicos dos prétons da -
CD em D0, na formulagdo AM:3-CD 7:1, na solugédo AM + 3-CD (7+1) e na [3-
CD livre.
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Figura 4.8: Espectro de "H RMN (200 MHz) em DO com énfase nos sinais dos
hidrogénios da 3-CD (0,0057 mol/L). Formulagao AM:3-CD 7:1 (vermelho),
solugdo AM+B-CD (7+1) (azul), B-CD livre (preto).

Tabela 4.3: Deslocamentos quimicos (5), 'H RMN, dos prétons da B-CD em

D,0, na formulagdo AM:3-CD 7:1, na solugdo AM + B-CD (7+1) e na B-CD livre.

Proton | 6 [B-CD] | 6 [AM+B-CD 7:1] | & [AM:B-CD 7:1]
(A 3)*

HA 5,07 5,07 5,07 (-0,00)

3,67 3,67 3,64 (:0,03)
H2 3,62 3,62 3,59 (-0,03)
H3 3,96 3,97 3,93 (-0,03)
H4 3,58 3,58 3,53 (:0,05)
H5 3,85 3,85 3,81 (-0,04)
H6 3,88 3,88 3,87 (:0,01)

* entre parénteses, Ad = 6 [AM:B-CD 7:1] - 5 [B-CD]
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Os mapas de contorno obtidos pelo COSY permitiram confirmar a
posi¢cao dos hidrogénios (6 ppm) da composi¢cao AM:B-CD 7:1 (Figura 4.9). Foi
possivel correlacionar os sinais de: H1/H2, H2/H3, H3/H4, H4/H5 e H5/H6.
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Figura 4.9: COSY (200 MHz) da formulagcdo AM:3-CD 7:1 em D,0.

Devido a formagao da composi¢ao AM:3-CD 7:1, a ressonancia de todos
os hidrogénios da B-CD sofreram o mesmo deslocamento quimico e, em
relacdo ao espectro da B-CD livre, os sinais dos prétons H-2, H-3, H-4 e H-5
foram os mais afetados. Esses dados estdo de acordo com a existéncia de
multiplos sitios de coordenacdo da B-CD para interacdo com o Sb. Também
notou-se que a formulagdo AM:3-CD 7:1 apresentou picos de ressonancia mais

largos que os outros compostos.
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A grande solubilidade da composicdo AM:B-CD 7:1, uma de suas
principais vantagens, permite sua aplicagdo em doses elevadas em animais de
grande porte e reduz o risco dos efeitos colaterais relatados para a -CD. Esta
caracteristica pode ser atribuida a interferéncia do AM com as ligacbes de
hidrogénio responsaveis pela baixa solubilidade da (B-CD. Estas ligacbes de
hidrogénio intramoleculares sao verificadas entre as hidroxilas presentes nos
C-2 e C-3 das unidades de glicopiranidose da $-CD em solugéao [59].

Teoricamente, dois tipos de interagdes podem ocorrer entre o AM e a B-
CD. O AM poderia fazer interagdes com a CD por inclusdo em sua cavidade
hidrofébica ou fazer interagdes, do tipo nao-inclusdo, com sua superficie
externa [59, 60]. Como esperado, a interagdo do AM com a CD aconteceu em
sua parte externa, provavelmente através da ligacdo do Sb aos atomos de
oxigénio dos grupos hidroxilos presente na superficie da CD. Os seguintes
dados confirmam esta proposta:

(i) a meglumina, o Sb(OH)s" e seus complexos sao muito hidrofilicos e
praticamente insoluveis em solventes apolares, o que desfavorece sua inclusao
na cavidade hidrofobica da CD.

(i) a RMN de 'H mostrou que a ressonancia dos hidrogénios H-2 e H-4,
localizados na superficie externa da CD [59, 60], sofreram alteracdes
significativas.

(iii) a analise termogravimétrica (TG) mostrou que a liberagéo das moléculas de
agua presentes na cavidade hidrofébica da CD [59], que geralmente ocorre
quando uma droga € incluida neste nanocarreador, ndo foi observada nesta
composigao.

(iv) a formacdo do complexo ternario (meglumina-Sb-B-CD) m/z 1446,
identificado por ESI(+)-MS, somente pode ser atribuido a desprotonagao das
hidroxilas da CD devido a complexacdo destas com o Sb [62].

Considerando estas evidéncias, presume-se que o complexo AM:B-CD
7:1 foi formado. Os dados de 'H RMN condizem com sua formago, pois,
revelam um unico sinal para cada hidrogénio da B-CD. Além do mais, espécies
de grande peso molecular meglumina-Sb-B-CD 2:2:1 ja foram identificadas por
ESI-MS [62]. Entretanto, a dificuldade de revelar a presenca de complexos
grandes, como o AM:3-CD 7:1, pode estar relacionada a labilidade do

complexo ao ser submetido ao processo de ESI.
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4.3.4- Estudo do tamanho das particulas na formulagcdo AM:3-CD 7:1 por

espectroscopia de correlagao de fétons

A presenca de nanoagregados em uma solugao de AM:B-CD 7:1 foi
avaliada por espectroscopia de correlacdo de fotons. A composicao AM:B-CD
7:1 foi dissolvida em agua (0,04 mol/L de Sb) e apresentou trés populagdes
diferentes de particulas com didmetro hidrodindmico médio >300 nm (~60%),
entre 100-170 nm (~10%) e entre 28-60 nm (~30%) (Figura 4.10). Por outro
lado, nas mesmas condi¢des de concentracdo e temperatura, uma solucao
AM+B-CD (7+1) apresentou mais que 95% de particulas com diametro
hidrodinAmico médio entre 27-30 nm e o AM sozinho mostrou mais que 97% de
particulas com diametro hidrodinamico médio entre 26-28 nm. Neste contexto,
as populagcdes que apresentaram particulas com didmetro médio maior que
100 nm podem ser atribuidas a nanoagregados AM:[3-CD.

A avaliacdo do tamanho das particulas da composicdo AM:3-CD 7:1
(0,04 mol/L Sb) também foi realizada em diferentes intervalos de tempo (Figura
4.10). Apos 3,6 horas da dissolugdo da amostra, observou-se uma redugao no
tamanho das particulas como resultado da transformag¢ao de nanoparticulas
maiores em nanoparticulas menores. Porém, a natureza fisico-quimica destes
nanoagregados ainda nao foi esclarecida. Dois diferentes tipos de interacbes
provavelmente estabilizam estas nanoestruturas, sdo elas: multiplas ligagdes
covalentes entre o Sb(V) e os ligantes (B-CD e meglumina) e/ou multiplas
ligagcdes de hidrogénio envolvendo as varias hidroxilas da B-CD, meglumina e o
Sb(V). Entretanto, a grande estabilidade do complexo Sb-meglumina [54]
contrasta com a baixa estabilidade do complexo ternario meglumina-Sb-3-CD
[34] e indica que apo6s a diluicdo da composigdo AM:B3-CD 7:1, o Sb (V) deve
ser liberado primariamente na forma de complexos Sb-meglumina de baixo

peso molecular.
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Figura 4.10: Distribuigdo das particulas da composi¢ao AM:3-CD 7:1 por
tamanho, em diferentes intervalos de tempo, apds dissolucao do po liofilizado
em agua (0,04 mol/L Sb) e incubagao a 25°C. Os dados representam diferentes
populagdes de particulas, identificadas pelo nanosizer através de uma analise
multi-modal de distribuicdo de tamanho. Cada populacao foi caracterizada pelo
volume hidrodindmico médio e pela porcentagem (em volume) de toda

populacgao.

4.4- Avaliagcao da absorgéao oral de Sb em caes da raga Beagle a partir das
formulagées AM e AM:3-CD 7:1

Com intuito de avaliar o impacto da composicdo AM:B-CD 7:1 em
promover a absorcdo de Sb por via oral, um estudo farmacocinético foi
realizado em caes da raga Beagle. Apds serem completamente dissolvidas em
agua, as composigdes AM:B3-CD 7:1 (0,7 mol/L de Sb) e AM (0,7 mol/L de Sb)
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foram administradas nos caes por via intragastrica, na dose de 100 mg Sb/Kg.
Em seguida, amostras de sangue foram coletadas em diferentes intervalos de
tempo para determinagdo da concentragdo de Sb no soro e no sangue por
GFAAS. A Figura 4.11 mostra os resultados da farmacocinética do Sb no soro

dos caes apos a administragao oral das composi¢cdes AM:3-CD 7:1 e AM.
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Figura 4.11: Farmacocinética do Sb no soro de caes da raga Beagle, apos
administragao das composi¢cées do AM e do AM:3-CD 7:1 por via oral (100 mg
Sb/Kg). Os dados mostrados sdo a média £ S.E.M (n = 3).

A comparacao entre os dados do AM e do AM:3-CD 7:1, utilizando Two-
way ANOVA (P<0,0001), mostrou diferenca significativa. As formulacdes
apresentaram picos similares para o teor de Sb encontrado no soro. Porém, a
partir de 3 horas do inicio do estudo as concentracdes médias de Sb foram
consistentemente maior para a formulacdo AM:3-CD 7:1.

Estes dados revelam uma absorg¢ao prolongada de Sb quando o AM
esta complexado com a (B-CD, confirmando a hipétese de que a formulacgéo
AM:B-CD 7:1 pode atuar como sistema de liberagéo sustentada da droga AM, e
assim, prolongar o tempo de absorgao de Sb.

A presenga de agregados supramoleculares, identificados na formulagao
AM:B-CD 7:1, provavelmente contribuiram na elaboracdo de um sistema de
liberagdo prolongada e na promogédo de uma melhor absorgédo oral do AM. A
reducdo do tamanho das particulas ocorre concomitantemente a liberacdo da

droga, sugerindo que o Sb é absorvido como resultado da transformacao de
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nanoparticulas maiores em nanoparticulas menores. Assim, supde-se que a
liberagdo do AM pode ser controlada pela labilidade da ligagao Sb-O-(3-CD).

Esta idéia € consistente com a observacgao prévia de que complexos Sb-
meglumina de alto peso molecular e complexos Sb-(ribonucleoside), dissociam
lentamente apds serem diluidos em agua, como resultado da labilidade da
ligacdo covalente Sb-O-C [54]. Este mecanismo também se apdia na
observacdo de que solugdes diluidas de AM tendem a despolimerizar a
complexos Sb-meglumina 1:1 [14] e que estes complexos promovem niveis
mais elevados de Sb no soro apds sua administragdo oral em camundongos
[34].

Um outro estudo mostrou que uma preparacdo do AM polimerizado
apresentou baixa absorcdo oral de Sb quando comparada a uma preparacao
do AM despolimerizado (5,3 £ 1,4 vs. 7,5 £ 0,6 mg/L) [62]. Os complexos Sb-
meglumina 1:1 de baixo peso molecular provavelmente atravessam o epitélio
gastrintestinal por difusdao simples e a 3-CD migra pelo intestino e colon, onde

sera degradada enzimaticamente [31].

4.5- Avaliagcao da absorgcao oral de Sb em camundongos Swiss a partir
das formulagées AM e AM:3-CD 7:1

Neste estudo, as concentragdes sérica de Sb foram determinadas por
GFAAS, apos 1 e 3 horas da administragcéo oral das composi¢cdes do AM (0,7
mol Sb/L) e do AM:B-CD 7:1 (0,7 mol Sb/L) em camundongos Swiss, na dose
de 300 mg Sb/Kg.

Este experimento apresentou resultados semelhantes aqueles
observados nos caes, ou seja, niveis comparaveis de Sb apés 1 hora da
administragcdo destes compostos e niveis de Sb duas vezes maior na
composi¢cdo AM:3-CD 7:1 apos 3 horas da administragdo (Figura 4.12 e 4.13).
O teste estatistico one-way ANOVA (P<0,05) confirmou que, no tempo de 3
horas, a composigcdo AM:B-CD 7:1 promoveu niveis de Sb significativamente

maiores que a composi¢cao do AM.
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Figura 4.12: Concentracao de Sb no soro de camundongos Swiss apos 1 h da

administragdo oral das composi¢cées do AM e do AM:3-CD 7:1 (300 mg Sb/Kg).
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Figura 4.13: Concentragédo de Sb no soro de camundongos Swiss apos 3 h da

administragao oral das composi¢cdes do AM e do AM:B-CD 7:1 (300 mg Sb/Kg).
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4.6- Conclusoes

A formulagdo ndo convencional AM:3-CD 7:1 obtida apresentou alta
solubilidade em agua e ndo envolveu interagdes desta droga com a cavidade
hidrofébica da CD.

Os dados de "H RMN condizem com esta proposta, pois, revelam um
unico sinal para cada um dos hidrogénios da B-CD. Considerando estas
evidéncias, presume-se que o complexo AM:B-CD 7:1 foi formado.

A espectroscopia de correlagao de fétons da formulagdo AM:3-CD 7:1
demonstrou a formacdo de agregados supramoleculares que se dissociam
lentamente.

Além de promover uma maior absorcdo oral de Sb em caes da raca
Beagle em camundongos Swiss, a formulagdo AM:3-CD 7:1 atuou como
sistema de liberagdo sustentada, e conseguiu prolongar a absorgédo de Sb em
relagdo ao AM.

Ha muitos relatos na literatura do emprego da B-CD para liberagao
imediata ou planejada. Entretanto, este trabalho apresenta uma nova

modalidade de liberagéo, baseada na interagdo Sb-O-(3-CD).
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CAPITULO 5: Caracterizacao fisico-quimica dos complexos de
alquilmetilglucamidas com antiménio (Sb-AMG) e avaliacao da
capacidade destes novos complexos em promover a absor¢ao de Sb em

camundongos por via oral

5.1- Introdugao

O Brasil € um dos paises mais acometido pelas leishmanioses [2, 9]. Em
nosso pais, o tratamento desta patologia é realizado através da administragao
intravenosa ou intramuscular do farmaco hidrofilico antimoniato de meglumina
(AM). Além de toxico, o tratamento dificulta a adesdo dos pacientes, pois
requer internagcdo por um longo periodo. Outro fator limitante na terapéutica
dessa doenga no Brasil é sua grande ocorréncia em zonas rurais com pouca
assisténcia médica. Nesse contexto, desisténcias do tratamento sé&o
freqlentes, o que tende a aumentar os reservatérios da doenga e o
aparecimento de formas resistentes do parasito [12, 17, 26].

Como a Leishmania tem localizag&o intracelular [5], ao se planejar novos
farmacos leishmanicidas deve-se considerar que eles tenham a capacidade de
atravessar barreiras biologicas, pouco permeaveis a drogas hidrofilicas. Sabe-
se que a principal vantagem dos farmacos lipofilicos € sua grande facilidade
em atravessar barreiras, tais como: membrana plasmatica, epitélio do trato
gastrintestinal e pele. Entretanto, compostos muito apolares tendem a ficarem
retidos na camada lipidica dessas barreiras, o que dificulta sua absorgao e
restringe sua utilizagdo. Assim, a utilizagdo de farmacos ou sistemas anfifilicos
€ mais apropriada e racional. Drogas lipofilicas também apresentam a
possibilidade de serem administradas oralmente [27] e/ou em aplicacio topica
e podem formar sistemas coloidais, que ajudarao a direcionar sua captagao por
células fagocitarias [9, 29].

A humanidade ainda nao dispbée de um tratamento topico eficaz que
possa substituir a terapia convencional no tratamento da leishmaniose cutanea.
Cabe lembrar que formulagdes tépicas do antimonial hidrofilico Pentostam®
nao mostraram acao terapéutica satisfatéria, provavelmente devida a baixa
absorcao do Sb na forma complexada com o gluconato [25]. Em face dessas

limitagbes, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a pesquisa de
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novos farmacos e formulagdes, bem como de vias de administracdo mais
simples e seguras, como as vias oral e topica [44].

Este capitulo apresenta a caracterizagdo fisico-quimica dos novos
compostos anfifilicos de Sb(V) obtidos com as alquilmetilglucamidas [28],
octanoil N-metil-glucamida (LA8), decanoil N-metil-glucamida (LA10) e
dodecanoil N-metil-glucamida (LA12), e avalia a capacidade destes complexos

em promover a absorc¢do oral de Sb em camundongos Swiss.

5.2- Caracterizagao fisico-quimica dos complexos de

alquilmetilglucamidas com antiménio (Sbh-AMG)

5.2.1- Microanalises dos complexos Sb-AMG

Os resultados dos percentuais dos elementos C, H, N, K e Sb dos novos

complexos Sb-AMG sao apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Percentuais dos elementos C, H, N, Sb e K encontrados para os

complexos de alquilmetilglucamidas com antiménio.

Calculado Experimental

Proposta %C | %H | %N | %Sb | %K | %C | %H | %N | %Sb | %K
Sb-LA8*

(CusHarkNoOraSb) | 4630 | 7:84 376 [ 1088 | 35 | 4728 | 785 | 375 | 1069 | 36
Sb-LA10**

(CorHoakNoOrgSb) | 091 | 829 | 3:49 [ 1012 32 | 4948 | 819 362 1024 | 33
Sb-LA12***

(CorHiiiKN:OrSb) | 5318 | 869 | 326 | 946 | 30 | 5189 | 868 | 340 | 925 | 29

Esses dados sugerem a formacdo de complexos Sb(V):ligante com
estequiometria 1:3 e com as seguintes formulas minimas:
Sb-LA8* C4sHg7KN3O1gSb
Sb-LA10** Cs1HggKN3015Sb
Sb-LA12*** Cs7H111KN3015Sb




62

5.2.2- Condutividade dos complexos Sh-AMG

As medidas de condutividade elétrica dos complexos Sb-AMG foram
feitas com uma solucdo aquosa de concentracdo 10° mol/L. Os resultados
obtidos foram comparados aos resultados obtidos para eletrdlitos padroes de

estequiometria 1:1 e 2:1. Os resultados sao apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2: Medidas de condutividade elétrica

Composto (uS/cm)
KCI 161,4
NaCl 126,3
Ba(NOs) 259,7
CaCl, 274 .4
Sb-LA8 105,79
Sb-LA10 99,46
Sb-LA12 93,06

Observou-se que a condutividade elétrica dos novos antimoniais
anfifilicos é compativel com a presenca de eletrdlitos de estequiometria 1:1.
Esse resultado indica que esses complexos possuem uma carga negativa e um

contra ion K*.

5.2.3- Espectroscopia de absor¢cdao na regidao do infravermelho dos
complexos Sb-AMG

Os espectros de absor¢ao no infravermelho dos complexos Sb-AMG sao
muito semelhantes entre si (Figura 5.1), porém, em relagdo aos respectivos
ligantes anfifilicos eles apresentaram algumas alteragdes (Figuras 5.2, 5.3 e
5.4).

A banda forte em 1625 cm™, caracteristica do grupo C=O de amidas
alifaticas terciarias, ndo deslocou, portanto, o Sb ndo se coordenou neste sitio.
Foram observadas mudangas significativas na regido das bandas de

deformacgao angular no plano dos grupos O-H (1493-1205 cm™) e C-O (1105-
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1031 cm™), indicando que o Sb reagiu com as hidroxilas dos ligantes anfifilicos.
Também verificou-se alargamento na banda relacionada as vibragcbes de
estiramento dos grupos O-H, em 3338-3346 cm™ [51].

As bandas em 2916-2924 cm™ e 2847-2851 cm™, correspondentes as
deformacdes axiais C-H alifatico, mostram que a cadeia carbbnica nao sofreu

modificagdes.

%T

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4000
cm-1

Figura 5.1: Espectro no infravermelho dos complexos Sb-LA8 (Preto), Sb-LA10
(Azul) e Sb-LA12 (Vermelho).

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4000
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Figura 5.2: Espectro no infravermelho do LA8 e do complexo Sb-LA8 (Azul).
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Figura 5.3: Espectro no infravermelho do LA10 e do complexo Sb-LA10 (Azul).
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Figura 5.4: Espectro no infravermelho do LA12 e do complexo Sb-LA12 (Azul).
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5.2.4- Estudos de RMN do ligante anfifilico octanoil-N-metil-glucamida
(LA8) e do complexo Sb-LAS8

Como os sitios de ligagdo para o Sb séo idénticos em todos os ligantes
utilizados, os estudos de RMN foram realizados somente para os complexos
obtidos através da reagcao do Sb(OH)s com o octanoil-N-metil-glucamida (Sb-
LA8). Devida a menor extensdo da cadeia carbdnica, este ligante apresenta
menor tendéncia em formar micelas [28] e, portanto, seu espectro possui uma
resolucdo melhor que os dos complexos LA10 e LA12.

A Figura 5.5 mostra o espectro de '"H RMN do octanoil-N-metil-
glucamida, em CDCI; e a Tabela 5.3 apresenta os principais deslocamentos
quimicos e as integrais para seus hidrogénios [51, 64]. Estudos com as

técnicas COSY e HMQC auxiliaram na atribui¢do dos sinais.

4445
2872
2820
3685
3555
3440
2.008
2 968
2432
2319
1572
1.284
0.875

-
JJ//,JIJ DAY

Figura 5.5: Espectro de "H RMN (400 MHz) do LA8 em CDCls.
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Tabela 5.3: Atribuicdo dos principais deslocamentos quimicos de hidrogénios

(ppm) encontrados para o ligante anfifilico octanoil-N-metil-glucamida® em

CDCls.
H Deslocamento Integral
quimico (ppm) Encontrado Esperado
2 2,32e 2,43 1,98 2
3 1,57 2,03 2
£ a7 1,28 8.22 3
8 0,87 3,00 3
1 2,97 e 3,10 2,98 3
1 3,44 € 3,55 2,08 5
2 3,97 1,01 1
3 3,68
40ub 3,73
4oub 3,75 81 °
6 3,82
* OH  OH !
HO e NN
OH OH

Os mapas de contorno obtidos pelo COSY (Figura 5.6) permitiram
confirmar os sinais de 'H RMN da parte apolar do ligante através das
correlagdes: H2'/H3', H3'/H4', H7/H8 . Esta técnica também mostrou a
correlagao do H1, identificado por HMQC (Figura 5.7 e 5.8), ao H2 e deste com
o H3. O HMQC confirmou a posigao do H6.
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Figura 5.6: COSY (400 MHz) do LA8 em CDCls.
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Figura 5.7: HMQC (400 MHz) do LA8 em CDCls.
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Figura 5.8: Expansdo do HMQC (400 MHz) do LA8 (CDCls) entre 3,8 - 4,4 ppm

A identificacdo dos sinais dos hidrogénios (ppm) presentes no espectro
do ligante LAS8 facilitou a atribuigdo dos principais deslocamentos quimicos de
carbono (ppm) (Tabela 5.4) verificados no mapa de contorno HMQC (Figura
5.7). As correlagdes verificadas foram: H1/C1, H2/C2, H3/C3, H6/C6, H2'/C2,
H3/C3’, H8/C8 e H1/C1. Entretanto, a atribuicdo de sinais, n&do foi
possivel para os carbonos C4 e C5 e seus respectivos hidrogénios, H4 e H5.

Nao existe na literatura a caracterizacdo deste ligante por técnicas de
RMN, portanto, este estudo foi essencial na caracterizagcdo do complexo Sb-
LAS8 obtido.
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Tabela 5.4: Atribuicao dos principais deslocamentos quimicos de carbonos

(ppm) encontrados para o ligante anfifilico octanoil-N-metil-glucamida® em

CDCls.
c Deslocamento quimico
(ppm)
2 33,08 e 33,66
3 25,05 e 25,66
4 a0 T 22,65; 29,12; 29,44 e 31,79
8 14,09
1 34,57 e 37,55
1 51,74 e 52,82
2 72,05
3 70,21
4 ou5 71,85
40ub 73,13
6 63,89
* OH OH |
6
HO NN
OH OH

As Figuras 5.9 e 5.10 apresentam os espectros de '"H RMN e DEPT do
complexo Sb-LA8 em CDCIl; e a Tabela 5.5 apresenta os principais
deslocamentos quimicos para os hidrogénios e carbonos. Como os estudos
pelas técnicas COSY e HMQC nao apresentaram resolugdo apropriada,
quando necessario, a atribuicdo dos sinais seguiu aquela ja estabelecida para

o ligante.
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Tabela 5.5: Atribuicdo dos principais deslocamentos quimicos de hidrogénios e

carbonos (ppm) encontrados para o complexo Sb-LA8 em CDCI3 (LA8*).

Deslocamento Deslocamento Integral H

HIE | auimico C (ppm) quimico H (ppm) | Epcontrado | Esperado

2 33,14 e 33,69 2,29 e 2,39 1,98 2

3 25,08 e 25,61 1,55 2,05 2
4" ao | 22,66; 29,14; 29,49

7 e 31,82 b ° °

8 14,09 0,87 3,00 3

1 34,38 e 37,28 2,94 e 3,08 3,21 3

2 72,05 3,95 0,82 1

1 51,48 e 52,65 3,44 e 3,50

3 70,29 3,65
4 0ub5 71,67 3,71 6,56 7
4 0oub 73,23 3,75

6 63,84 3,80

* OH OH |
6
HO Ny N
OH OH

Ao se comparar os espectros de RMN do octanoil-N-metil-glucamida
(Figura 5.6 e 5.7) e do complexo Sb-LA8 (Figura 5.9 e 5.10), mudancas
importantes sdo observadas na regido onde se espera a ressonancia dos
protons e carbonos da parte polar do ligante, indicando complexagdo do Sb
nesta regiao.

As maiores variagdes nos deslocamentos quimicos foram verificadas
nos sinais dos carbono C1 e C1°", entretanto, por ndo terem hidroxilas, ndo se
espera coordenacgao do Sb com estes sitios. Dos carbonos hidroxilados, C4 e
C5 foram os que apresentaram maior variagao nos deslocamentos quimicos,

assim, supde-se que o Sb coordenou com as hidroxilas destes carbonos. Em
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relacdo ao deslocamento quimico, os sinais dos hidrogénios ndo apresentaram
mudancas significativas (Tabela 5.6).

Tabela 5.6: Variagdes dos deslocamentos quimicos (A &) de hidrogénios e

carbonos encontrados entre o octanoil N-metil-glucamida* e o complexo Sb-

LAS.
HouC | Adé(ppm)H A& (ppm) C
2 0,03 € 0,04 -0,06 e -0,03
3 0,02 -0,03 e 0,05
-0,01;
4 a7 0,01 002
-0,05;
-0,03
8 0 0
1 0,03 € 0,02 0,19 € 0,27
1 0e0,05 0,26 € 0,17
2 0,02 0
3 0,03 - 0,08
40ub 0,02 0,18
40ub 0 -0,1
6 0,02 0,05

A & = 5 [octanoil-N-metil-glucamida] - & [Sb-LA8]

* e

HO 4 2

Com intuito de avaliar os cinco hidrogénios presentes nas hidroxilas
desses compostos, um outro estudo de '"H RMN foi realizado em DMSO, pois,
neste solvente ndo se observa troca entre os prétons. No espectro do octanoil-
N-metil-glucamida os sinais verificados entre 5,0 e 4,0 ppm foram atribuidos a
estes hidrogénios e a soma de suas integrais é igual a 4,9 (Figura 5.11). Ja no

espectro do Sb-LA8 (Figura 5.12), os sinais verificados entre 5,0 e 4,0 ppm



73

também foram atribuidos a estes hidrogénios e a soma de suas integrais é
igual a 2,5. A diferenca de 2,4 hidrogénios entre o complexo e o ligante pode
ser atribuida a coordenagao de pelo menos duas hidroxilas de cada ligante ao
ligante ao Sb(OH)s ~. Apoiados pelos resultados das microanalises (C, H, N,
Sb), os dados de RMN confirmam a formagdo de complexos Sb(V):ligante
anfifilico 1:3 (Equagao 5.1 ) e permitem propor a seguinte formula estrutural
para o complexo Sb-LA8 (Figura 5.13).

3 R(OH), + Sb(OH)s ™ —> Sb(O2R)s™ + 6 H,0

Equacao 5.1: Estequiometria de formagao do complexo Sb-LAS.
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Figura 5.11: Espectro de "H RMN (400 MHz) do LA8 em DMSOg.
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5.2.5- Avaliagdo dos complexos de alquilmetilglucamidas com antimoénio
(Sb-AMG) por espectrometria de massas com fonte de ionizacao
eletrospray (ESI-MS)

A ESI-MS contribuiu significativamente na caracterizagdo molecular dos
produtos obtidos a partir da reagcdo do KSb(OH)s com as alquilmetilglucamidas
LA8, LA10 e LA12. Esta técnica € empregada com grande sucesso na analise
estrutural detalhada de varias classes de espécies metalo-organicas e
complexos inorgéanicos [46, 65]. Os espectros ESI(-)-MS dos novos complexos
anfifilicos de Sb(V) apresentaram uma distribuicao isotdpica caracteristica para
espécies que contém a proporgao '2'Sb(57%):'?*Sb(43%).

O principal sinal encontrado no espectro do complexo Sb-LA8 (Figura
5.14), m/z 1078,87, corresponde ao complexo Sb-LA8 1:3. Os ions m/z 757,63,
775,67 e 793,64 correspondem a complexos Sb-LA8 1:2. Ja os ions m/z 918,28
(Figura 5.15) e m/z 1874,88 foram atribuidos a complexos Sb-LA8 2:5.

Os experimentos ESI(-)MS/MS para o ion m/z 1078,60, complexo Sb-
LA8 1:3 (Figura 5.16), demonstram que a perda de uma molécula do ligante
origina o fragmento m/z 757,49 (Sb-LA8 1:2). A Tabela 5.7 apresenta a razéo
massa/carga (m/z) das principais espécies observadas no espectro e a

respectiva férmula molecular proposta.

1078,87

Relative Abundance
[4:]
o

40 919,13

20 77567

757,63 865,36

1318,05

131,17 1876,93
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Figura 5.14: Espectro de massas ESI(-) do complexo Sb-LA8 em agua.
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Tabela 5.7: Espécies ibnicas identificadas no espectro de ESI(-)-MS do

complexo Sb-LA8 em agua®.

Espécies Anidnicas

m/z

[(2LA8-6H)Sb"]"

757,3

757,3 + H,0 ou
[(2LA8-4H)SbY(O)] -

775,3

[(2LA8-4H)SbY(OH),] -

793,3

[(5LA8-12H)(Sb"),]

917.,9

[(3LA8-6H)Sb"] "

1078,5

[(5LA8-12H+K)(Sb"),] -

1874,75

@ proposta para os ions que mostraram os picos mais intensos.

O principal sinal encontrado no espectro do complexo Sb-LA10 (Figura
5.17), m/z 1163,4, corresponde ao complexo Sb-LA10 1:3. Os ions m/z 813,77,
831,90, 845,82 e 877,8 correspondem a complexos Sb-LA10 1:2. Ja o ion m/z
988,45 foi atribuido a formagao do complexo Sb-LA10 2:5 (Figura 5.18).
Os experimentos ESI-MS/MS para o ion m/z 1162,81, complexo Sb-LA10 1:3
(Figura 5.19), demonstram que a perda de uma molécula do ligante origina o
fragmento m/z 813,59 (Sb-LA10 1:2). A Tabela 5.8 apresenta a razao

massa/carga (m/z) das principais espécies observadas no espectro e a

respectiva férmula molecular proposta.

Relative Abundance
o
i

257 989,54

205

15

103

B 1416,18
= 813,77 877,80 121545
GE 73,92 197,97 279,96 469,75 54867 705,90 Ll 1008,82 (O 1319,24 | 149933 1667,02 1842,51 197940
t t f f f t f f f T t t T t f T T [ARRANI f T T t f f f f f f f f t t f f t f |

200 400 600 800 1000 1400 1600 1800 2000

m/z

Figura 5.17: Espectro de massas ESI(-) do complexo Sb-LA10 em agua.
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Figura 5.18: Expanséao do espectro de massas ESI(-) do complexo Sb-LA10

obtido em agua.
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Figura 5.19: Espectro MS/MS para o ion de m/z igual a 1162,81.
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Tabela 5.8: Espécies ibnicas identificadas no espectro de ESI(-)-MS do

complexo Sb-LA10 em agua?®.

Espécies AnidGnicas m/z
[(2LA10-6H)Sb"]" 813,35
813,35 + H,0O ou

[(2LA10-4H)SbY(0)] - 831,90

[(2LA10-4H)SbY(OH),] - 845,82

[(2LA10-6H)Sb"(O),] - 877,3

[(5LA10-12H)(Sb"),] * 988,00
[(3LA10-6H)Sb"]" 1162,60

@ proposta para os ions que mostraram os picos mais intensos.

O principal sinal encontrado no espectro do complexo Sb-LA12 (Figura

5.20), m/z 1247,44, corresponde ao complexo Sb-LA12 1:3. Os ions m/z
869,81, 887,95 e 919,73 correspondem a complexos Sb-LA12 1:2. Ja o ion m/z
1058,49 foi atribuido ao complexo Sb-LA12 2:5 (Figura 5.21).

Os experimentos ESI-MS/MS para o ion m/z 1246,91, complexo Sb-

LA12 1:3 (Figura 5.22), demonstram que a perda de uma molécula do ligante

origina o fragmento m/z 869,62 (Sb-LA12 1:2). A Tabela 5.9 apresenta a razéo

massa/carga (m/z) das principais espécies observadas no espectro e a

respectiva férmula molecular proposta.

Relative Abundance
[$)]
T
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3 10596 300,80 376,49 440,07 g47g0 76195 86981 99639
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;
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Figura 5.20: Espectro de massas ESI(-) do complexo Sb-LA12 em agua.
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Figura 5.21: Expansé&o do espectro de massas ESI(-) do complexo Sb-LA12

obtido em agua.
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Figura 5.22: Espectro MS/MS para o ion de m/z igual a 1246,91.
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Tabela 5.9: Espécies ibnicas identificadas no espectro de ESI(-)-MS do

complexo Sb-LA12 em &gua®.

Espécies Anidnicas m/z
[(2LA12-6H)Sb"] - 869,41
869,41+ H,O ou

[(2LA12-4H)SbY(0)] - 887,41

[(2LA12-6H)SbY(O),] + H,0 919,41

[(5LA12-12H)(Sb"),] 1058,05

[(3LA12-6H)Sb"] 1246,7

& proposta para os ions que mostraram os picos mais intensos.

5.2.6- Microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica
de transmissao (MET) dos complexos de alquilmetilglucamidas com
antiménio (Sb-AMG)

Na MEV do complexo Sb-LA10 foram encontradas estruturas esféricas
variando entre 50 e 700 nm de didmetro (Figura 5.23). As imagens foram

adquiridas a partir do composto seco em cloroférmio.

Figura 5.23: Microscopia Eletronica de Varredura do Sb-LA10 (aumento de
10.000 vezes).
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As amostras avaliadas por MET foram diluidas em agua, depositadas
sobre peliculas de formvar e coradas com acetato de uranila 5%.

Na MET do Sb-LA8 foram encontradas estruturas esféricas variando
entre 20 e 180 nm de didmetro (Figura 5.27).

Figura 5.24: Microscopia Eletrénica de Transmissao do Sb-LA8 (aumento de
50.000 vezes).

Na MET do Sb-LA12 foram encontradas estruturas esféricas variando
entre 20 e 100 nm de didmetro (Figura 5.28).

——— 200 nm

Figura 5.25: Microscopia Eletrénica de Transmissao do Sb-LA12 (aumento de
50.000 vezes).
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Os resultados obtidos pela MET indicam que, quando diluidos em agua
(0,001 mol/L Sb), os complexos Sb-AMG podem formar nanoagregados de
diametro médio entre 20 e 200 nm. Particulas deste didmetro podem ser
utilizadas para administracdo endovenosa sem o risco de formar trombos nos

microcapilares sanguineos.

5.2.7- Avaliagao dos nanoagregados formados pelo complexo Sb-LA8 por

dicroismo circular (DC)

Estudos de dicroismo circular (DC) foram utilizados para avaliar a
dissociagdo dos nanoagregados formados pelo complexo Sb-LA8, a 25 °C e a

60 °C, e sua cinética de formagéo a 60 °C.

5.2.7.1- Estudo da dissociacao dos nanoagregados do complexo Sb-LAS8 a
25 °C por DC

Para avaliar a dissociagdo dos nanoagregados do complexo Sb-LA8 a
25 °C, uma solugao deste foi preparada em agua na concentragédo 2,5 mmol/L
de Sb e os espectros de DC obtidos, entre 190 e 280 nm, nos tempos: 0 min,
15 min e 30 min. Uma solug&o preparada a partir da mistura do KSb(OH)s (2,5
mmol/L de Sb) e do LA8 (7,5 mmol/L) foi utilizada como modelo de complexo
dissociado. O ligante LA8 (7,5 mmol/L) também foi avaliado na auséncia de Sb.
Por nao ter croméforo e ser altamente simétrico, o0 KSb(OH)s ndo apresenta
sinal por DC, portanto, somente o ligante e o antimbénio complexado
contribuiram nos espectros obtidos.

O espectro de DC do ligante apresentou uma banda em 194 nm (Ae=
-2,1 L.mol'1.cm'1) e dois pequenos ombros em 203 e 205 nm, sendo bastante
diferente do espectro verificado para o complexo Sb-LA8, que apresentou uma
banda bem definida em 205 nm (Ae= -2,75 L.mol”.cm™). O espectro de DC do
ligante também foi muito diferente do observado para o modelo de complexo
dissociado, porém, o espectro deste ultimo foi semelhante ao do Sb-LAS,
indicando que em solugbes diluidas (25 °C) o antimonial ja estabelece

interagdo com o LA8 (Figura 5.26).
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A analise do Sb-LA8 em diferentes intervalos de tempo nao revelou
alteragdes na posicdo da banda verificada em 205 nm e a intensidade variou
apenas 0,15 L.mol".cm™ (Figura 5.26). Em relagdo ao espectro de DC do
modelo de complexo dissociado, também ndo se verificou alteragbes
relacionadas a posicdo da banda, entretanto, sua intensidade foi bem menor
(Ae= -1,55 L.mol".cm™). Esses dados sugerem que, apds diluicdo, os

nanoagregados formados pelo complexo Sb-LA8 se dissociam lentamente.

(YR S— — — ASSSISISSS WESTSIS S—— S— —

Ae (L.molt.cm™)

-35

190 260 510 2éo 250 2;40 250 260 70 280
Comprimento de onda (nm)
Figura 5.26: Espectros de DC (25 °C) do Sb-LA8 em diferentes intervalos de
tempo (0 min= verde, 15 min= azul claro e 30 min= rosa), do modelo de

complexo dissociado (azul) e do ligante LA8 (vermelho).

5.2.7.2- Estudo da dissociacao dos nanoagregados do complexo Sb-LAS8 a
60 °C por DC

Para avaliar o comportamento dos nanoagregados do complexo Sb-LA8
apo6s seu aquecimento a 60 °C, uma solucdo deste foi preparada na
concentracdo 2,5 mmol/L de Sb e os espectros de DC obtidos, entre 190 e 280
nm, nos tempos: 0 min (25 °C), 15 min e 30 min, apds aquecimento a 60 °C. O

ligante LA8 (7,5 mmol/L) também foi avaliado na auséncia de Sb.
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As analises do Sb-LA8 a 25 °C e a 60 °C nao revelaram mudancas na
posicao da banda verificada em 205 nm, porém, sua intensidade sofreu grande
alteragdo a partir de 15 minutos de aquecimento, passando de -2,4 L.mol".cm™
para -1,5 L.mol™".cm™ (Figura 5.27). Apos 30 minutos de aquecimento o Sb-LA8
nao apresentou outras mudangas significativas em seu espectro de DC (Ag= -
1,45 L.mol".cm™). Os espectros de DC do Sb-LA8 obtidos apds seu
aquecimento (60 °C) sdo muito semelhantes ao do modelo de complexo
dissociado visto anteriormente. Esta evidéncia demonstra que os
nanoagregados formados pelo complexo Sb-LA8 s&o instaveis apos diluicdo e
aquecimento a 60 °C, entretanto, a significativa diferenca destes espectros em
relagdo ao espectro do ligante revela que ainda existem interagcbes entre o
antiménio e o LA8 (Figura 5.27). Esses dados também sugerem que o
aquecimento utilizado na rota sintética (60 °C) desfavorece a formagdo das

nanoestruturas observadas.

-05

-1.5

Ae (L.mol'.cm)

-2.5

190 200 210 220 280 240 250 260 270 280
Comprimento de onda (nm)
Figura 5.27: Espectros de DC do Sb-LA8 a 25 °C (0 min= azul claro) e apds
aquecimento a 60 °C (15 min= laranja e 30 min= azul). O ligante LA8 também

foi avaliado a 25 °C (vermelho).
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5.2.7.3- Estudo da cinética de formagcdo do complexo Sbh-LA8 e seus

nanoagregados a 60 °C por DC

Para avaliar a formagao do complexo Sb-LA8 e de seus nanoagregados,
foi preparada uma solugdo concentrada a partir da mistura do KSb(OH)s (50
mmol/L de Sb) e do LA8 (150 mmol/L) e seus espectros de DC obtidos, entre
190 e 280 nm, nos tempos: 0 min (25 °C), 30 min, 60 min e 120 min, apds
aquecimento a 60 °C. Antes de cada leitura a amostra era diluida 20 vezes. O
ligante LA8 (7,5 mmol/L de Sb) também foi avaliado na auséncia de Sb.

O espectro de DC obtido apds a mistura das solugdes do KSb(OH)s e do
LA8 (25 °C) é muito distinto daquele observado para o ligante LA8, porém, sua
semelhanca ao espectro do complexo Sb-LA8 (25 °C) indica que o antimonial

ja esta interagindo com o ligante (Figura 5.28).
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Figura 5.28: Espectros de DC da mistura do KSb(OH)s com o LA8 a 25 °C (0
min= azul claro) e apds aquecimento a 60 °C (30 min= laranja, 60 min= verde e

120 min= azul). O ligante LA8 também foi avaliado a 25 °C (vermelho).

Apdés o aquecimento (60 °C) desta solugdo por 30 minutos, nao

observou-se alteragao significativa na posi¢cao da banda verificada em 205 nm,
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porém, seu Ag passou de -1,2 L.mol™.cm™ para -1,5 L.mol™.cm™, e nao sofreu
alteragdes importantes apds aquecimento por 60 e 120 minutos (Figura 5.28).
Apesar desses resultados demonstrarem interacdo entre o antimonial e o
ligante, os nanoagregados do complexo Sb-LA8 nao foram formados, pois, a
intensidade da banda verificada em 205 nm (Ae= -1,55) difere bastante daquela
verificada para os nanoagregados (Ae= -2,75 L.mol".cm™) (Figura 5.26). Esses
dados sugerem que a etapa de secagem realizada durante a sintese do Sb-
LA8 é fundamental para formagdo dos nanoagregados. Portanto, pode-se
supor que o aquecimento utilizado na rota sintética (60 °C) ndo é capaz de

formar estas nanoestruturas observadas.

5.2.8- Coeficiente de particao 6leo/agua do Sb a partir dos complexos de

alquilmetilglucamidas com antiménio (Sb-AMG)

O coeficiente de particdo entre o n-octanol e a agua [P] é
frequentemente usado para determinar o balango hidrofébico/hidrofilico de
farmacos. Compostos hidrofébicos possuem alto valor de [P], enquanto
compostos hidrofilicos possuem baixo valor de [P].

A Figura 5.29 mostra os coeficientes de particdo do Sb a partir dos
complexos anfifilicos de Sb(V). Estes resultados permitem concluir que o [P]

aumentou com o aumento da cadeia carboénica.

0,3

0,25 I

0,15 -

Coeficiente de Partigao [P]

0,05 -

Sh-LA8 Sh-LA10 Sb-LA12
Complexo Anfifilico de Sb (V)

Figura 5.29: Coeficientes de particdo 6leo/agua do Sb a partir dos complexos

anfifilicos de Sb(V). Os dados representam as médias + desvio padrao (n=2).
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Apesar de ser extremamente sensivel, a metodologia utilizada no
doseamento de Sb (GFAAS) nao detectou a presenca deste metal na fase n-
octandlica dos controles hidrofilicos KSb(OH)s e do AM, portanto, os complexos
anfifilicos de Sb(V) sdo mais lipofilicos que estes, e devem atravessar

membranas e tecidos biolégicos com maior facilidade.

5.3- Avaliagcao da capacidade dos complexos de alquilmetilglucamidas
com antimoénio (Sb-AMG) em promover a absor¢cao oral de Sb em

camundongos Swiss

Neste ensaio os camundongos Swiss (n=4) receberam por gavagem 0s
complexos anfifilicos Sb-LA8, Sb-LA10 e Sb-LA12 na dose de 100 mg Sb/Kg.
Os animais foram sacrificados nos tempos de 1 e 3 horas e 0 sangue coletado
por puncao cardiaca. Depois o soro era isolado e congelado (-20°C) para
doseamento posterior do Sb. O AM foi utilizado como controle e foi
administrado na mesma dose de Sb.

Como sugerido pelos coeficientes de particdo 6leo/agua, os novos
complexos anfifilicos de Sb(V) melhoraram significativamente (One way
ANOVA com pos-teste de Dunnett e p<0,0001) a absor¢cédo de Sb por via oral.
Apos 1 hora da administracdo, estes complexos aumentaram em até nove
vezes 0s niveis plasmaticos de Sb em relagao ao AM (Figura 5.30). Entretanto,
no tempo de 3 horas houve uma grande diminuigcdo nos niveis plasmaticos de
Sb e ndo se observou diferengas significativas (One way ANOVA com pos-
teste de Dunnett e p<0,0001) entre os complexos anfifilicos de Sb(V) e o AM
(Figura 5.31).
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Figura 5.30: Concentragédo de Sb no soro de camundongos Swiss apos 1 h da
administragdo oral dos complexos anfifilicos de Sb(V) e do AM (100 mg Sb/Kg).
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Figura 5.31: Concentragédo de Sb no soro de camundongos Swiss apos 3 h da

administracao oral dos complexos anfifilicos de Sb(V) e do AM (100 mg Sb/Kg).

Sabe-se que o AM é removido rapidamente da circulagcéo por filtragao
renal, por outro lado, espera-se que apos 3 horas da administragao dos novos
compostos antimoniais, a rapida diminuicdo dos niveis plasmaticos de Sb
esteja relacionada ao seu carater anfifilico. Além de facilitar sua passagem pelo
epitélio gastrintestinal, esta caracteristica também pode promover a captura
desses compostos por células especializadas e consequente acumulacdo em
tecidos especificos. Novos estudos foram planejados por nosso grupo de

pesquisa para elucidar esta questao.
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5.4- Conclusoes

Os antimoniais pentavalentes anfifilicos foram obtidos com sucesso e
apresentaram alta solubilidade em agua e em solventes orgénicos, tais como,
cloroférmio, metanol, etanol, n-octanol e éter.

Quando avaliados por ESI(-)-MS, esses novos antimoniais apresentaram
complexos Sb(V)-ligante 1:3, 1:2 e 2:5. Entretanto, os dados fornecidos pela
espectrometria de massas em conjunto com os dados de RMN e das
microanalises permitiram propor que as espécies 1:3 sdo predominantes nos
compostos obtidos.

Os ensaios preliminares realizados a partir destes novos antimoniais,
visando modular a absor¢do de Sb por via oral em camundongos Swiss,
apresentaram resultados muito promissores para o desenvolvimento de uma
formulagao para o tratamento oral das leishmanioses e foram extremamente
melhores que aqueles verificados para a formulagdo AM:3-CD 7:1.

Os estudos de microscopia ajudardo a compreender a quimica
supramolecular dos nanossistemas formados pelos novos complexos anfifilicos
de Sb(V). A possibilidade de se planejar o didmetro de nanoparticulas é algo
muito interessante e tem papel fundamental na vetorizacido de nanossistemas
carreadores de farmacos.

A caracteristica anfifilica destes novos antimoniais também permite
propor formulacdes para o tratamento tépico da leishmaniose cutanea.

Nosso grupo esta dando continuidade a esse estudo que abre varias
frentes de pesquisa aplicadas ao tratamento das leishmanioses e de outras
enfermidades. Esses estudos ajudardo a responder questdes relativas a

toxicidade e atividade dos novos antimoniais obtidos.
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