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RESUMO

Os farmacos imunossupressores se apresentam como as principais substancias que
afetam a resposta imune, diminuindo tanto a imunidade inata quanto a imunidade
adquirida. As drogas imunossupressoras sao geralmente utilizadas no tratamento de
varias doencas auto-imunes, algumas alergias, e prevencao e/ ou tratamento da
rejeicdo de transplantes. O objetivo do presente trabalho foi sintetizar, caracterizar e
avaliar a atividade biolégica de novos aminoalcoois lipofilicos. Para sintese destes
compostos foi realizada a reacdo de um diol comercial (1,2-tetradecanodiol) com
cloreto de mesila em piridina para formagédo do 1-o-monomesilato correspondente.
Este, por sua vez, foi tratado com duas diaminas (1,2- etanodiamina e 1,3-
propanodiamina), formando assim as diaminas monoalquiladas correspondentes. O
referido monomesilato foi também tratado com quatro aminoalcoois para fornecer os
correspondentes derivados N-alquilados. Apds a purificacdo, foi feita a
caracterizacao dos produtos por espectroscopia no infravermelho e ressonancia
magnética nuclear de 'H e de *C. A avaliacdo “in vitro” da atividade biolégica das
substancias obtidas foi realizada utilizando-se a linhagem de macrofagos J774,
estimulada com BCG e IFN-y. Avaliou-se a producao de 6xido nitrico (NO) através
do Método de Griess, a viabilidade celular e a citotoxicidade pelo Método do MTT.
Os compostos 10 na concentracdo 0,05 ug/ mL; os compostos 11, 12, 16, 19 nas
concentracdes 0,5 ug/ mL e 0,05 ug/ mL, e o composto 14 nas concentracdes 0,5
ug/ mL e 0,005 pug/ mL se destacaram por diminuirem a producdo de NO, sem
interfirirem na proliferagdo celular e sem serem citotdxicos, com resultados
sugestivos de atividade imunossupressora. A avaliagao “in vivo” dos compostos 12 e
19, foi realizada utilizando o modelo de Reacéo de Hipersensibilidade Tardia (RHT)
para a proteina ovalbumina. Ambos o0s compostos apresentaram atividade

imunossupressora.

PALAVRAS CHAVES: Aminoalcoois. Diaminas. Atividade imunossupressora.



ABSTRACT

Immunosuppressant drugs are the main drugs that can affect the immune response,
reducing the activation of the innate and acquired immunities. The immunosuppresive
drugs are used in the treatment of several autoimmune diseases, some allergies, and
in the prevention and/or treatment of the rejection of transplanted organs and tissues.
The objective of the present work is the synthesis, characterization and evaluation of
the biological activity of new lipophilic aminoalcohols. For synthesis of the desired
compounds, a commercial diol (1,2-tetradecanediol) was treated with mesyl chloride
leading to the corresponding monomesylate. The late compound was treated with a
diamine (1,2-ethanediamine or 1,3-propanediamine), to furnish the corresponding N-
monoalkylated diamines. The monomesylate was also treated with four aminoalcohols,
leading to the correspondings N-alkylated derivatives. After purification, the
compounds were characterized by IR and '"H NMR and *C NMR spectroscopy. The in
vitro evaluation of the biological activity of the compounds was carried out using the
lineage cell J774.1, stimulated with BCG and IFN-y. The Griess Method was used for
determining the production of nitric oxide (NO), and the cytotoxicity of the compounds
was evaluated by the MTT Method. Compound 10 at the concentration of 0.05 pg/ mL;
compounds 11, 12, 16, 19 at the concentrations of 0.5 ug/ mL and 0.05 pug/ mL, and
compound 14 at the concentrations of 0.5 ug/ mL and 0.005 ug/ mL decreased
significantly the production of NO, but did not decrease the cell proliferation and were
not cytotoxic. These results suggest an immunosuppressive activity. The in vivo
evaluation of compounds 12 and 19 was realized using the delayed-type
hypersensitivity (DTH) reaction against ovalbumin (OA), where both compounds

showed immunosuppressive activity.

KEYWORDS: Aminoalcohols. Diamines. Immunosuppressive activity.



Figura 1.1.
Figura 1.2.
Figura 3.1.

Figura 3.2.

Figura 3.3.
Figura 3.4.

Figura 3.5.
Figura 4.1.

Figura 4.2.

Figura 4.3.
Figura 4.4.

Figura 4.5.

Figura 4.6.
Figura 4.7.

Figura 4.8.
Figura 4.9.

Figura 4.10.
Figura 4.11.

Figura 4.12.
Figura 4.13.

Figura 4.14.

Figura 4.15.
Figura 4.16.

Figura 4.17.
Figura 4.18.

LISTA DE FIGURAS

Sintese do 6xido nitrico a partir da L-arginina..........ccoceeeeeiiiiiiiieee e 4
Estruturas quimicas da ISP-1(miriocina) € do FTY720...........cccoeoeiiiiiiinnnnes 9
Grupo de camundongos da linhagem Balb/C e acondicionamento em

estantes VeNtiladas. .......coooo oo 28
Cultura de macréfagos murinos J774.A-1 e observagao das células através
do MICrOSCOPIO NVEITIAO. ....ce i 29
Ensaio da viabilidade celular através do Método MTT........ccovvveviviieeennnnnn. 30

Leitor de microplacas Spectramax, utilizado no Método do MTT e no

[V [=] (oTe (ol [T € T[T SO PPTP RSP 31
Medida da pata posterior do camundongo utilizando especimetro............ 33
Espectro de IV do composto 2 em KBr........ooiiiiiiiiiieee e 36
Espectro de RMN de TH do composto 2 (CDCls, 300MHz)..........ccccueee..... 37
Espectro de RMN de 13C do composto 2 (CDCls, 75 MHz)..........cocvn.n..... 37
Espectro de infravermelho do composto 6 em KBr...........coooeeiviiiiiiiiinnnes 39
Espectro de RMN de TH do composto 6 (CDCl3, 300 MHz).............cco....... 39
Espectro de RMN de 13C do composto 6 (CDCls, 75 MHz)....................... 40
Espectro de infravermelho do composto 8 em KBr...........coooeiiiiiiiiiiiiiinnnees 42
Espectro de RMN de TH do composto 8 (CDCl3, 300 MHz).............ccc....... 42
Espectro de RMN de 13C do composto 8 (CDCls, 75 MHz)...........c............. 43
Espectro de infravermelho do composto 10 em KBr..........cccccvvvvivviiineneee. 44
Espectro de RMN de TH do composto 10 (CDCls, 300 MHz ).................. 44
Espectro de RMN de 13C do composto 10 (CDCls, 300 MHz)................. 45
Espectro de infravermelho do composto 15 em KBr.......cceveeeieeiiivieinieeee. 47
Espectro de RMN de TH do composto 15 (CDCls, 300 MHz)................... 47
Espectro de RMN de 13C do composto 15 (CDCls, 75 MHz)................... 48
Espectro de infravermelho do composto 17 em KBr........ccceeeeeveeeiivieeiienee. 50
Espectro de RMN de TH do composto 17 (CDCl3, 300 MHz)................... 50

Espectro de RMN de 13C do composto 17 (CDCls, 75 MHz)................... 51



Figura 4.19.

Figura 4.20.

Figura 4.21.

Figura 4.22.

Figura 4.23.

Figura 4.24.

Figura 4.25.

Figura 4.26.

Figura 4.27.

Figura 4.28.

Figura 4.29.

Figura 4.30.

Figura 4.31.

Figura 4.32.

Figura 4.33.

Figura 4.34.

Figura 4.35.

Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producéo de NO (B) da
diamina 6 em diferentes concentragdes..........ccovccvcrrriiiiiiiiiieiiiieee e 53
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producéo de NO (B) da
diamina 7 em diferentes concentragoes...........occcccuvmvirieieiiiieeeieeeeeeeeenn 54
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producao de NO (B) do
aminoalcool 10 em diferentes concentragies.......ccvvvvveeeeeeeeeeiiiiiicccnnnes 54
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producéo de NO (B) da
diamina 11 em diferentes concentragoes...........cccccuureverieeiiiieeieeeeeeeeenn 55
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producao de NO (B) do
aminoalcool 12 em diferentes concentragies.......ccvvvvveveeeeeeeeiiiiiicccnnnes 56
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producédo de NO (B) do
aminodlcool 13 em diferentes concentrages..........ccvveeeeeeeeiciiieeneennne 56
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producao de NO (B) do
aminoalcool 14 em diferentes concentragies.......ccuvvveeeeeeeeeeeiiiiiicccnnns 57
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producédo de NO (B) do
aminodlcool 15 em diferentes concentrages.........occvveeeeeeeiiciiieeeeenne 57
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producao de NO (B) do
aminoalcool 16 em diferentes concentragies.......cccvvveeeeeeeeeeeiiiiiicccnnes 58
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producédo de NO (B) do
aminodlcool 17 em diferentes concentrages..........ccvveeeeeeeiiciiieeeenene 58
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producao de NO (B) do
aminoalcool 18 em diferentes concentragies.......cccvvvveeeeeeeeeeiiiiiiccinnnes 59
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producgao de No (B) do
aminodlcool 19 em diferentes concentrages..........oceveeveeeeiiciiieeneeenne 59
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producao de No (B) do
aminoalcool 20 em diferentes concentragies........cevvvveeeeeeeeeeeiiiiiiieinnnes 60
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producgao de No (B) do
aminodlcool 21 em diferentes concentrages.........occvveeveeeeiiciiieeeenenne 61
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producao de No (B) do
aminoalcool 22 em diferentes concentragies.......ccvvvvveeeeeeeeeiiiiiicecnnnes 61
Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producao de No (B) do
aminoalcool 23 em diferentes concentrages..........ccuvveeveeeeiiiiiieeeeeenne 62
Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producéo de No (B) da
diamina 24 em diferentes concentragies..........cccccvuririiiiiiiiiiiieieneeeennn 62



Figura 4.36. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producéo de No (B) do
composto 25 em diferentes concentragies. .......ccccuvvveveeeeeeiiiiiieeeeeeennnn. 63
Figura 4.37. Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producgao de No (B) do
composto 26 em diferentes concentragies. .........cccuvvveeeeeeieiieiiieieeeeeennn. 63
Figura 4.38. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producgao de No (B) do
composto 27 em diferentes concentragies. .......ccccvvvveveeieiiiiiiiieeeneeeenn. 64
Figura 4.39. Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producgao de No (B) do
composto 28 em diferentes conCentragies. .........cccuvvveeeeeeieieeiiieeeeeeeeenn. 64

Figura 4.40. Avaliagdo da RHT em patas de camundongos imunizados e tratados

(o011 0 1@ ) SO PPPPRRRT 67
Figura 7.1.1.Espectro no [V do COMPOSIO 2........ummiimiiiiiiiiiiiieiieeeee e 74
Figura 7.1.2.Espectro no [V do COMPOSIO B......uuvimiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 74
Figura 7.1.3. Espectro no [V do COMPOSIO B.....uvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 75
Figura 7.1.4. Espectro N0 1V do COMPOSIO 6......cevreeiiiiiiiiiiieieiiieeee e 75
Figura 7.1.5. Espectro N0 [V do COMPOSIO 7.....uuuumiimiiiiiiiiiiiieiieeeeeee e 76
Figura 7.1.6. Espectro no [V do composto 8.........eueviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 76
Figura 7.1.7. Espectro no [V do compoSsto Q.......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 77
Figura 7.1.8. Espectro no IV do composto 10.......ccooiiiiiiiiiieeiiiiiieeee e 77
Figura 7.1.9. Espectro no [V do composto T1.......oumiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 78
Figura 7.1.10.Espectro no [V do cOmMPOSIOT2.......oeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 78
Figura 7.1.11.Espectro no [V do compostol3........oeviiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 79
Figura 7.1.12.Espectro no IV do composto 14.......ccooiiiiiiiiiiiiiiieee e 79
Figura 7.1.13. Espectro no |V do cOmMpPOSIO 15......eimiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeee 80
Figura 7.1.14. Espectro no |V do cOmMpPOSIO 16......cuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 80
Figura 7.1.15. Espectro no [V do composto 17........eeeieeiiiiiiiiiiiiiiveeeee 81
Figura 7.1.16. Espectro no IV do composto 18..........oooviiiiiiiiiiiiiiiee e 81
Figura 7.1.17. Espectro no |V do composto 19.......euiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 82
Figura 7.2.1. Espectros de RMN de 'H do cOmMPOStO 2.......cccoveveveueveeeeeeeesseeeeeen 83
Figura 7.2.2. Espectros de RMN de '>C do composto 2........c.ccevvevevevreseecrenennnes 83
Figura 7.2.3. Espectros de RMN de "H do composto 3.........cccceveuerereeeeeeeeeeeesieinnans 84
Figura 7.2.4. Espectros de RMN de "*C do composto 3.........cceveveveeercrreeeeeeeenens 84
Figura 7.2.5. Espectros de RMN de "H do compoSto 5.........cccvoveveveeeeereeeerieseseneeens 85
Figura 7.2.6. Espectros de RMN de '>C do composto 5..........cccvvevevivresveeeerenennnes 85

Figura 7.2.7. Espectros de RMN de "H do COmMPOStO B..........cevvvvevererereeeeeeeieesiininnans 86



Figura 7.2.8. Espectros de RMN de "*C do composto 6...........cccveveveverrrreeeeeerennens 86

Figura 7.2.9. Espectros de RMN de "H do cOmMPOStO Z..........cvueueeeverereeeeeeseeseeiennns 87
Figura 7.2.10. Espectros de RMN de "*C do composto Z.........cccvevevvevrveeereeeennnns 87
Figura 7.2.11. Espectros de RMN de 'H do composto 8........c.cceveveveveeerevrereeeesenne, 88
Figura 7.2.12. Espectros de RMN de *C do composto 8.........ccccevevvvevreeveeeeerenennnes 88
Figura 7.2.13. Espectros de RMN de "H do composto 9........c.cevevevevevevevevererenrenne, 89
Figura 7.2.14. Espectros de RMN de "*C do composto 9.........cccvevevvvrrcrerererennens 89
Figura 7.2.15. Espectros de RMN de 'H do composto 10............ccccevevevevevrveeeenennnes 90
Figura 7.2.16. Espectros de RMN de *C do composto 10............c.ccccevvuereeeeercnnnnne 90
Figura 7.2.17. Espectros de RMN de "H do composto 11.........cccccueveveeeeeveeeeeeennnns 91
Figura 7.2.18. Espectros de RMN de "*C do composto 11.........c.ccovvvrvcrreerenenenes 91
Figura 7.2.19. Espectros de RMN de 'H do composto 12..........cccccevevevevevseeeeenennn 92
Figura 7.2.20. Espectros de RMN de *C do composto 12...........ccccevvvvveveeeeerennnnes 92
Figura 7.2.21. Espectros de RMN de "H do composto 13.........cccceueveveeeeevivesereennnns 93
Figura 7.2.22. Espectros de RMN de "*C do composto 13.........c.cccvevvreecrerererennenes 93
Figura 7.2.23. Espectros de RMN de 'H do composto 14...........cccceveveveveeeeeeennn. 94
Figura 7.2.24. Espectros de RMN de *C do composto 14..........cccccvevevveeveeeerenenne, 94
Figura 7.2.25. Espectros de RMN de "H do composto 15..........ccccccueveveeeeevreesereennnns 95
Figura 7.2.26. Espectros de RMN de "*C do composto 15...........ccccovevrverrereerennnnes 95
Figura 7.2.27. Espectros de RMN de 'H do composto 16...........cccvvvevevevreeeeenennne. 96
Figura 7.2.28. Espectros de RMN de *C do composto 16...........ccccevevvveveeeeerennnnnes 96
Figura 7.2.29. Espectros de RMN de "H do composto 17..........cccccueveveveveureerereennnns 97
Figura 7.2.30. Espectros de RMN de "*C do composto 17...........cccvvvrvecueueeeenenes 97
Figura 7.2.31. Espectros de RMN de 'H do composto 18............cccvvvevevrvreeeeenennn 98
Figura 7.2.32. Espectros de RMN de *C do composto 18.........ccccccevvvveeveeeeerenennnes 98
Figura 7.2.33. Espectros de RMN de "H do composto 19.........cccccuevevevevevrveseeeennnns 99
Figura 7.2.34. Espectros de RMN de "*C do composto 19...........ccovevvvverreeeerennenes 99



Tabela 3.1.

Tabela 4.1.
Tabela 4.2.
Tabela 4.3.
Tabela 4.4.
Tabela 4.5.
Tabela 4.6.

Tabela 4.7.
Tabela 4.8.
Tabela 4.9.

LISTA DE TABELAS

Estequiometria das reacdes de obtencao e rendimento dos compostos

P B = TP 13
Estequiometria das reacdes de obtencao e rendimento dos compostos

<= SRR 16
Estequiometria das reacdes de obtencao e rendimento dos compostos

< = TSRS 18
Estequiometria das reacdes de obtencao e rendimento dos compostos
7 1 PR 22
Estequiometria das rea¢des de obtencgéo e rendimento dos compostos
Ll RS 25
Valores de faixa de fusédo e rendimentos dos mesilatos de alquila............. 35
Valores de faixa de fuséo e rendimentos das diaminas6e 7..................... 38
Valores de rendimento e faixa de fusao dos compostos 8-11.................... 41
Valores de rendimento e faixas de fusdo dos compostos 12-15................. 46
Valores de rendimento e faixa de fusdo dos aminoalcoois 16-19............... 49
Avaliacao da inibicao da proliferacéo celular e citotoxicidade de amino-
AICO0IS € TIAMINAS. ..ttt e e e e e ees 65
Resultados experimento RHT utilizando modelo OA em camundongos....66
Triagem para detecgéo da atividade antituberculose...........ccccccoeeeeiiennnnn. 68
Resultado dos testes contra L. amazonensis e L. chagasi......................... 69



Esquema 2.1.
Esquema 3.1.
Esquema 3.2.
Esquema 3.3.
Esquema 3.4.
Esquema 3.5.
Esquema 3.6.
Esquema 4.1.
Esquema 4.2.
Esquema 4.3.
Esquema 4.4.

Esquema 4.5.

LISTA DE ESQUEMAS

Plano de sintese de diaminas e aminodlcoois N- alquilados................. 11

Sintese dos COMPOSIOS 2,3 € 5. . 13
Sintese das diaminas 6 € 7.........ccoeeccciiiiiiiiieeeeeeee e 15
Sintese das azidas 8 € 9.......euiiiiiiiiiiiiii e 17
Sintese dos compostos 10 € 11 ... 19
Sintese dos aminOAlco0is 12-15..........coooiiiiiiiiiieeee e 21
Sintese dos aminoAalcoois 16-19..........coooeeiiiiiiiicieee e 25
Sintese dos metanossulfonatos de alquila2,3 € 5...cccoeevviiiiiieiieiinnee. 35
Sintese das diaminas 6 € 7........coooviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 38
Sintese do amino alcool 10 e da diamina 11..........coooeeiiiiiiiiiiiiniiiiieee. 41
Sintese dos cOMPOSIOS 12=15....ceeiiiiiiieiieeeee e 46

Sintese dos aminoAIC00IS 1619 . ... 49



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS e SIMBOLOS

d: Deslocamento quimico

CDCls: Cloroférmio deuterado

CCD: Cromatografia em camada delgada

Hz: Hertz

IFN- v: Interferon gama

IL-2: Interleucina 2

J: Constante de acoplamento

IV: Infravermelho

MHz: megahertz

Mmol: milimol

MsCI: Cloreto de mesila

MTT: brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazdlio
NADPH: Fosfato dinucle6tido adenina nicotinamida
NK: Células natural killer

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintetase

OA: Ovalbumina

Pi: Piridina

RHT: Reagéao de hipersensibilidade tardia

RMN de "H: Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

RMN de 13 C: Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono



COMUNICACOES CIENTIFICAS E ARTIGOS PUBLICADOS

RELACIONADOS A ESTE TRABALHO

v Taveira, A.F.; Le Hyaric, M.; Reis, E.F.C.; Araujo, D.P.; Ferreira, A.P.;

Souza, M. A.; Alves, L.L.; Lourenco, M.C.S.; Vicente, F.R.C.; Almeida, M.V.
“Preparation and antitubercular activities of alkylated amino alcohols and their
glycosylated derivatives”. Bioorganic & Medicinal Chemistry 15 (2007) 7789—7794.

v' Junior, C. O. R.; Reis, E. F. C.; Ferreira, A. P.; Almeida, M. V.” Sintese,
caracterizacdo e avaliacdo da atividade imunossupressora de diaminas e
aminodlcoois lipofilicos”. 312 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
Aguas de Lindéia-MG, 26/05 a 29/05/2008.

v' Reis, E. F. C.; Junior, C. O. R.; Alves, L.L.; Ferreira, A. P.; Alimeida, M. V.
“Synthesis and immunosuppressive activity of the lipophilic amino alcohols and

diamines”. Chemical Biology & Drug Design. 2008 (submetido).

v Leite, Livia; Reis, E. F. C.; Almeida, M. V.; Ferreira, A. P. “Down-modulation of
nitric oxide in J774A.1 cells treated with N-(2-hidroxy-tetradecyl)-1,3-propanodiamine
and N-di-(2-hydroxy-ethyl)-tetradecylamine”. XXXIIl Congresso da Sociedade
Brasileira de Imunologia- ImmunoRib 2008. Ribeirdo Preto- SP, 18/10 a
22/10/2008.Ribeirao Preto- SP, 18/10 a 22/10/2008.



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1Resposta imune

1.2 Oxido nitrico

1.3 Reacao de Hipersensibilidade Tardia

1.4 Farmacos imunossupressores e resposta imune

1.5 Aminoalcoois lipofilicos como potenciais agentes imunossupressores
2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

2.2 Objetivos especificos

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e Métodos de Caracterizagao

3.2 Sintese dos metanossulfonatos de alquila2,3 e 5

3.3 Sintese das diaminas monoalquiladas 6 e 7

3.4 Sintese das azidas 8 e 9

3.5 Sintese do amino-alcool 10 e da diamina 11 a partir das azidas 8 ¢ 9
3.6 Sintese dos amino alcoois 12-15 derivados do 1,2-tetradecanodiol
3.7 Sintese dos amino-alcoois N-alquilados 16-19, a partir do mesilato 5
3.8 Avaliacao biolodgica

3.8.1Animais

3.8.2 Preparacéo e utilizacdo dos compostos para testes “in vitro”

3.8.3 Cultura de macrofagos murinos J774.A-1

3.8.4 Determinacéao da viabilidade celular pelo Método do MTT

3.8.5 Dosagem de nitrito pelo Método de Griess

10

10

10

12

12

13

15

17

19

21

25

28

28

28

29

30

31



3.8.6 Preparacéo e utilizacdo dos compostos para testes “in vivo”

3.8.7 Desencadeamento da Reacgao de Hipersensibilidade Tardia (RHT)
3.8.8 Avaliacao da atividade antileishmania

3.9 Andlise estatistica

4 RESULTADOS

4.1 Sintese e caracterizacao dos metanossulfonatos de alquila 2,3 e 5
4.2 Sintese das diaminas6e 7

4.3 Sintese do aminodlcool 10 e diamina 11

4.4 Sintese dos aminoalcoois 12-15 a partir do monomesilato 2

4.5 Sintese e caracterizacao dos aminoalcoois N-alquilados 16-19

4.6 Avaliagcao da atividade biologica

32

32

33

34

35

35

38

40

45

48

51

4.6.1 Avaliacao da inibicdo da viabilidade celular pelo Método MTT e da producao de

oxido nitrico (NO) dos aminoalcoois e diaminas

4.6.2 Reacao de Hipersensibilidade tardia (RHT) em camundongos
4.6.3 Outros testes biolégicos realizados

5 DISCUSSAO

6 CONCLUSAO

7 ESPECTROS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

53

66

67

70

73

74

100



1 INTRODUCAO

1.1 Resposta imune

O conhecimento dos principais mecanismos de defesa imune permite a
compreensao da resposta imune do organismo contra varias patologias (MACHADO
et al, 2004). O sistema imunoldgico atua numa rede de cooperagéo, envolvendo a
participagdo de muitos componentes estruturais, moleculares e celulares, onde uma
falha na organizacdo, manutencao e funcionalidade podem ocasionar alteragcées nos
mecanismos de resposta imune (FERREIRA & TEIXEIRA, 2005). Algumas destas
alteracées podem levar a maior susceptibilidade as infecgbes, alergias, doencas
auto-imunes, tumores, e rejeicoes de 6rgaos e tecidos (MACHADO et al, 2004).

O sistema imune consiste da resposta imune inata, inespecifica ou natural, e
da resposta adquirida ou especifica, que estdo envolvidas na protecdo do
hospedeiro contra patégenos (BARTON, 2008). A funcionalidade da resposta imune
inata independe da exposicao prévia do hospedeiro a agentes infecciosos, e incluem
mecanismos como: barreiras naturais (mucosa, epitélio, pele, enzimas e outros) e
componentes celulares (principalmente macréfagos, neutrofilos e células natural
killer-NK). Em contraste com a resposta imune inata, a resposta imune adaptativa é
especifica na defesa do hospedeiro contra patdgenos, sendo que uma prévia
exposicdo aos mesmos pode intensificar esta resposta. Neste tipo de imunidade
estdo envolvidos mecanismos celulares e moleculares (linfocitos T, linfocitos B,
anticorpos/Imunoglobulinas) para reconhecimento especifico do agente invasor,
levando a geracdo de uma memoria imunoldgica, que é uma propriedade individual
depois do contato com o antigeno pela primeira vez, conferindo a capacidade de
responder melhor e mais rapidamente quando re-exposto a este mesmo antigeno
(WOLOWCZUK et al, 2008; ROBERTSON & COOPERSMITH, 2006).

Ambos os mecanismos de resposta imune inata e adaptativa sdo baseados
no processo geral de reconhecimento antigénico, que sempre tem sido um dos
pontos de maior interesse na imunologia. Entretanto, existe uma diferenca na
natureza genética dos receptores e distincdo do envolvimento dos dois tipos de
respostas nos mecanismos de reconhecimento antigénico (WOLOWCZUK et al,

2008). O reconhecimento antigénico envolvido na resposta imune inata depende de



um numero limitado de receptores, invariaveis, que sdo chamados de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), e estdo envolvidos no reconhecimento de
padrdes moleculares associados aos patéogenos (PAMPs) (JANEWAY &
MEDZHITOV, 2002; MEDZHITOV, 2007). Esses sinais servem para duas principais
funcbes: iniciagdo do processo inflamatério em resposta a infeccao e inicio da
resposta imune adaptativa, que demora de 4 a 7 dias p0Os- infecgcdo para se
desenvolver completamente. O reconhecimento especifico do agente invasor €&
baseado no rearranjo e expansao clonal de um vasto repertorio de receptores
antigeno-especifico expressos nos linfécitos B (receptores de células B: BCR) e
linfécitos T (receptores de células T: TCR) (BARTON, 2008).

Embora existam duas classificacbes de resposta imune, a habilidade da
resposta imune inata sobre a regulacdo da resposta imune adaptativa € bem
conhecida. Muitas citocinas liberadas pelas células envolvidas na resposta imune
inata atuam sobre células dendriticas, que alteram seu fendétipo e funcdo. Em
adigcao, elas induzem a liberagdo de numerosas citocinas, como IL-12, IL-18 e IL-10
que influenciam a resposta de células T (ROBERTSON & COOPERSMITH, 2006). A
maioria das células dendriticas presentes em tecidos linféides, particularmente em
areas de linfécitos T, sdo imaturas ou semimaduras e séo eficientes em processar
antigenos proprios para inducdo e manutencdo da tolerdncia. Em condi¢des
inflamatorias, as células dendriticas passam por um complexo processo de
maturacdo, que é especifico e dependente do estimulo, influenciando assim nas
imunidades inata e adaptativa (LUTZ & SCHULER, 2002). As células dendriticas
possuem privilegiada localizacdo na maioria dos tecidos, facilitando a captura,
processamento e apresentacdo dos antigenos para linfécitos, com papel na
instrucao da resposta imune adaptativa sobre a infeccao (ROSSI & YOUNG, 2005).
Os PRRs expressos pelas células dendriticas incluem os receptores Toll like (TLR),
lectinas tipo C e o CD1a, os quais reconhecem caracteristicas moleculares
especificas expressas em patégenos (COLLONA et al, 2006). Além disto, esses
receptores também estao envolvidos no reconhecimento de antigenos relacionados
a doencgas auto-imunes como, por exemplo, o TLR7 (LAU et al, 2005).

Os TLR sao aqueles que melhor caracterizam os PRRs, e sdo amplamente
expressas em células do sistema imune inato, assim como os macréfagos, células
endoteliais, epiteliais, e em células parenquimatosas. (ANDONEGUI et al, 2003).

Varios TLRs sao expressos também em células do sistema imune adaptativo



incluindo células B, mastdcitos, células T e células dendriticas, que sédo as células
importantes para o inicio da resposta imune adaptativa (WATTS et al, 2007). Na
verdade, sinais TLRs induzem a diferenciacdo de células dendriticas e producéo de
citocinas, consequentemente influenciando o resultado de sua interacao com células
T e, portanto, o subseqglente desenvolvimento da resposta imune adaptativa
(LEFOND et al, 2005; WOLOWCZUK et al, 2008).

Assim como as células dendriticas, os macréfagos estao envolvidos tanto na
resposta imune inata quanto na resposta adaptativa, podendo influenciar as
caracteristicas Tw1/The da imunidade adquirida e, por sua vez, respondem tanto a
linfécitos T ativados como a linfécitos B, através de interagcdes celulares e produtos
soluveis tais como IFN-y, IL-4 e IL-13, e anticorpos que regulam suas atividades
microbicidas e fagociticas (GORDON, 1998).

Desta forma podemos perceber que todas as células citadas acima séo de
suma importancia na indugédo da imunidade e na inducao da toleréncia imunoldgica
central e periférica, funcionando como eixo de ligacdo entre a resposta imune inata e
adaptativa, e controlando a iniciacdo de diversas funcdes efetoras que sao capazes
de eliminar um amplo nimero de patégenos (DIEBOLD, 2008).

1.2 Oxido nitrico (NO)

O o6xido nitrico (NO) constitui uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas (MORRIS & BILLIAR, 1994). O NO é um radical livre, gasoso,
inorganico, incolor, que possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo
um elétron desemparelhado (BECKMAN & KOPPENOL, 1996) que, até meados da
década de 1980, era considerado apenas membro de uma familia de poluentes
ambientais indesejaveis e carcindgenos potenciais. O interesse pelas funcdes
biolégicas do NO, como mediador de processos intra e extracelulares, foi
responsavel pelo conhecimento de suas importantes atividades biolégicas (JAMES,
1995).

O NO ¢ o principal mediador citotéxico de células imunes efetoras ativadas,
sendo uma importante molécula reguladora do sistema imune. Tem o papel de
mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos essenciais. No entanto, o
NO em niveis elevados € potencialmente toxico. A toxicidade se faz presente,



particularmente, em situacées de estresse oxidativo, geracdo de espécies de
oxigénio e deficiéncia do sistema oxidativo (DUSSE, VIEIRA & CARVALHO, 2003).
O NO é sintetizado pela acdo de uma enzima, a 6xido nitrico sintase (NOS) a partir
do aminoéacido L-arginina, que produz 6xido nitrico e L-citrulina (GUZIK et al, 2003),
necessitando de dois cofatores, o oxigénio e o fosfato dinucleotideo adenina
nicotinamida (NADPH), como demonstrado na Figura 1.1 (ROBBINS & GRISHAM,
1997). O NO é produzido por uma ampla variedade de tipos celulares que incluem
células epiteliais, nervosas, endoteliais e inflamatérias (YU, 1994).

L-arginina NAgaF:I; N-hidroxi-L-arginina NgDPH L-citrulina + 6xido nitrico (NO)
2

Figura 1.1- Sintese do 6xido nitrico a partir da L-arginina

Estudos bioquimicos e analise seqliencial de aminoacidos revelaram que as
trés isoformas de 6xido nitrico sintase (NOS): neuronal, endotelial e induzivel,
representam uma familia de proteinas que aparentemente sao produtos de trés
genes distintos, agrupados em duas categorias (MARLETTA, 1994). Estas isoformas
NOS, sao produtos de diferentes genes em neurdnios (NNOs;NOS1), células
endoteliais (eENOs;NOS3) e sao expressas constitutivamente, dependendo de ions

célcio (Cat*) e de calmodulina, que esta envolvida na sinalizacdo celular, e
produzem pequenas quantidades de NO em resposta a agonistas. A maioria das
células também pode produzir NO através da via induzivel de NO (iNOs; NOS2),
cuja expressao € induzida por macréfagos e outras células ativadas por citocinas.
Numerosas citocinas e outros agentes suprimem a expressao de iNOs, embora
garantindo a hemostasia. Porém, NO modula a producao de muitas destas citocinas
(SCHWENTKER et al, 2002).

A forma induzivel (iNOs) da NO sintase € a principal isoforma envolvida nas
reacoes inflamatérias (COLEMAN, 2001), sendo que praticamente todas as células
inflamatoérias expressam esta isoforma em resposta a estimulacdo de citocinas
(BRINKMANN, 2004). Os principais efeitos do NO na fase inflamatoria s&o:
vasodilatacdo, atividade antimicrobiana, efeitos antiplaquetarios e aumento da
permeabilidade vascular (SCHWENTKER et al, 2002). O NO atua como importante
molécula de defesa contra micoorganismos infecciosos. Ele também regula a

atividade funcional, desenvolvimento e destruicdo de muitos tipos celulares



envolvidos na inflamagcdo e imunidade, incluindo macréfagos, linfocitos T, células
apresentadoras de antigenos, mastocitos, neutréfilos e células natural Killer
(COLEMAN,2001).

1.3 Reacao de Hipersensibilidade Tardia (RHT)

O termo hipersensibilidade é aplicado para designar uma resposta imune
adaptativa que ocorre de forma exagerada ou inapropriada. As reagdes de
hipersensibilidade podem ser induzidas por varios antigenos e variam de um
individuo para outro. A hipersensibilidade nao se manifesta ao primeiro contato com
o antigeno, aparecendo, geralmente, nos contatos subseqientes. Existem quatro
tipos de reacdo de hipersensibilidade, tipos I, II, Ill e IV, mas na préatica estes nédo
ocorrem necessariamente de forma isolada (ROITT, 1997). Os primeiros trés tipos
sdo mediados por anticorpos, enquanto o quarto tipo depende de diversos eventos
que caracterizam a resposta imunoldgica celular e sdo mediadas principalmente por
células T e macrofagos (WAAGA, 2001).

Os linfécitos T helper possuem duas subclasses de linfécitos Ty € Tho, que
apresentam algumas atividades bioldgicas especificas. A sintese de IL-2 e IFN- y
pelas células Tyy auxiliam principalmente as outras células T e macréfagos, e a
sintese de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 ocorre pelas células Twz, que auxiliam linfécitos B
na ativacao, diferenciacdo e producao de anticorpos. Ambos os tipos de células T
helper sao especificas para a apresentacao feita através das moléculas de MHC
classe II. (MOSSMANN et al, 1986).

A reacgéo de hipersensibilidade tardia tipo 1V, mediada por células, consiste do
reconhecimento do antigeno e ativacdo dos macréfagos que tenham fagocitado

microorganismos, pelas células T CD4* T,,, de memoria, com conseqliente aumento

da atividade microbicida dos fagocitos e morte dos microorganismos ingeridos
(FAQUIM-MAURO & MACEDO, 1998). Podem ser demonstradas na patogénese de
muitas doencgas auto-imunes e infecciosas (tuberculose, lepra, toxoplasmose,
leishmaniose, etc.). A hipersensibilidade tardia ndo pode ser transferida de um
animal para outro através do soro, mas pode ser transferida pelos linfocitos T. As
células T necessarias para a resposta tardia sao células que se tornaram



sensibilizadas a um antigeno em particular através de um encontro prévio (WAAGA,
2001).

Essa mesma reacdo pode ser observada no teste da tuberculina, que é
provocado pela inje¢cdo subcutdanea de uma proteina purificada (PPD) preparada a
partir do Mycobacerium tuberculosis, na pele de um individuo que tenha sido
imunizado para aquele microorganismo, por uma infec¢ao prévia ou vacinagéo. Esta
reacdo € chamada tardia, pois ocorre de 24 a 72 horas ap6s o individuo imunizado
ser testado com a proteina microbiana, tempo gasto para as células T efetoras
voltarem ao local de teste do antigeno, responderem ao antigeno (peptideo MHC
classe Il) neste local e induzirem uma reacao detectavel através da liberacdo de
citocinas inflamatérias (IFN-y, IL-8, TNF-a, IL-3, GM-CSF) (DANNENBERG AM,
1991). A inflamacéo granulomatosa € uma forma de hipersensibilidade do tipo tardia
cronica, geralmente em resposta aos microorganismos presentes e alguns fungos,
ou em resposta aos antigenos particulados que nao sofrem prontamente a
fagocitose. Ocorre um acumulo de linfocitos ativados e macréfagos com tecidos
necroticos e fibrose em torno do microorganismo, formando o granuloma (AHMED &
BLOSE, 1983).

1.4 Farmacos imunossupressores e resposta imune

A modificagdo de algumas fung¢des da resposta imune através de agentes
farmacolégicos esta emergindo como uma importante area da terapéutica (GILMAN,
1991). Os farmacos imunossupressores vém sendo utilizadas em pacientes
transplantados e no tratamento de varias doencas auto-imunes, como: lUpus
eritematoso, artrite reumatdide e psoriase (ABBAS, LICHTMAN & POBER, 2000).

Os farmacos imunossupressores se apresentam como 0s principais farmacos
que podem alterar a resposta imune (JAWETZ et al, 1991). Tais farmacos inibem a
produgéo de interleucina-2 (IL-2), inibem a expressdo dos genes das citocinas,
atuam através de mecanismos citotoxicos, inibindo a sintese de purinas ou
pirimidinas (RANG, DALE & RITTER, 2001). Podem também induzir a tolerancia,
através da deplecao de linfécitos, desviando o trafego destas células ou bloqueando
suas vias de sinalizagdo (GUIMARAES et al, 1996).



A introducdo da ciclosporina A (CSA) na terapéutica como farmaco
imunossupressor, em 1976, trouxe grandes beneficios na sobrevida de pacientes e
de enxertos nos transplantes de 6rgaos sélidos, bem como uma nova op¢ao no

tratamento de doencas auto-imunes e glomerulopatias primarias (CURVELLO NETO

et al, 2000). Em 1983, a liberagdo da férmula original da ciclosporina (Sandimmun®)
para uso em transplantes pelo “Food and Drug Administration-FDA” constituiu o
marco do progresso no resultado em transplantes (HALLORRAN, 2004). Porém, sua
nefrotoxicidade continua sendo seu maior efeito colateral, limitando o seu uso.
Desde entdo, uma série de novos farmacos imunossupressores vem sendo
estudadas, algumas ja liberadas para uso clinico e outras ainda em fase de estudo
experimental e pré-clinica (CURVELLO NETO et al, 2000).

Os principais farmacos utilizadas como imunossupressores sao:
- Ciclosporina A (CSA) inibe a ativacado de linfécitos T, pela interacdo com uma
imunofilina citoplasmatica especifica: a ciclofilina. A CSA desativa o sinal calcio
dependente da via de transducao de linfocitos T, inativando a transcricdo genémica
de interleucina-2 (IL-2). Com isso ha inibicdo de proliferacdo de células T, da
producédo de IL-2 e outras citocinas, e reducdo na amplificacdo da resposta imune
(MORRIS, 1994).
- Tacrolimus (FK 506): E um antibiético macrolideo isolado da cultura de um
microrganismo denominado Streptomyces tsukubaensis, com mecanismo de agao
virtualmente idéntico ao da ciclosporina (VELLA & SAYEGH, 1997). Entretanto, ao
contrario da ciclosporina, que se liga a ciclofilina, une-se a FKBP12 (FK binding
protein 12), proteina citoplasmatica imunossupressora da familia das imunofilinas. O
complexo FKBP12-tacrolimus inibe diretamente a calcineurina, inibe respostas
celulares e humorais, determinando a inibicdo de sinais de tradugcédo célcio-
dependentes nas células T, diminuindo a transcricdo de gene de linfocinas. Isso
acarreta a conseglente reducado da producao das IL-2, responsavel pela ativacao
dos linfocitos T. Como resultado desta agcdo molecular, a droga inibe especialmente
a resposta imune mediada por células. Experimentos “in vitro” demonstraram que o
tacrolimus é mais potente que outros imunossupressores na inibicao da proliferacao
dos linfécitos T (PETER et al, 1993; MORRIS, 1996).
- Micofenolato de monofetil (MMF): Constitui um imunossupressor nao-nefrotéxico e
nao-aterogénico. Seu mecanismo de acao decorre de uma inibicdo da sintese das



purinas, que é indispensavel para a proliferacdo dos linfocitos T e B (ALLISON,
EUGNI & SOLLINGER, 1993).
- Sirolimus (Rapamicina): Também €& um antibidético macrolideo do fungo
Streptomyces higroscopicus encontrado na ilha Rapa Nui. Penetra livremente nas
células, unindo-se a mesma imunofilina do tacrolimus (FKBP12). Este complexo
sirolimus-FKBP12 nao inibe a calcineurina, mas bloqueia o sinal de transducao de
uma proteina denominada mTOR (mammalian target of rapamycin), essencial para a
proliferacao dos linfécitos na fase G1 e S do ciclo celular (BRUNN et al, 1997).
- Anticorpos bloqueadores dos receptores da interleucina-2 (antiCD 25): Sao
anticorpos monoclonais que bloqueiam a fixacdo da interleucina-2 no receptor do
linfécito ativado, impedindo sua proliferagdo. Portanto, atuam em sinergismo com as
drogas imunossupressoras inibidoras da calcineurina ( MC ALISTER et al, 2000).
- Azatioprina: E um precursor da 6-mercaptopurina, sendo um imunossupressor
citotéxico classico que age inibindo a sintese do DNA. Foi um dos primeiros
imunossupressores utilizados em doencas autoimunes, e € utilizada também para
evitar rejeicao de transplantes de 6rgaos, no tratamento de alguns tipos de cancer e
de algumas condicoes como artrite reumatoéide, colite ulcerativa, lUpus eritematoso
sistémico e hepatite. Na esclerose multipla, estudos sugerem que age na reducao
das taxas de surto e na progressao da doenca (HALLORAN, 2004; CONFAVREUX,
1991).

Os corticosteréides (ex: prednisona), ciclofosfamida e outros farmacos

também s&o utilizadas na imunossupresséo.

1.5 Aminoalcoois lipofilicos como potenciais agentes

imunosupressores

Novos farmacos ainda se encontram em desenvolvimento para serem
utilizadas em associacdo com os farmacos imunossupressores existentes, com a
finalidade de minimizar ou evitar os efeitos colaterais (GALLO, 2006). Um destes
compostos recentemente estudados € o aminodlcool FTY720 (Figura 2), cuja
descoberta de sua ampla agdo nas doencas auto-imunes e transplantes tém atraido
a atencdo de varios pesquisadores para novas sinteses e caracterizagdes de
compostos analogos (OLMO et al, 2006).



Fujita e colaboradores, em 1989, isolaram o ISP-1 (miriocina) (Figura 1), um
metabdlito do caldo do fungo Isaria sinclarii (HIROSE et al, 1996). Estes autores
descreveram a atividade imunossupressora deste composto, que era cinco vezes
mais potente e menos téxico que a Ciclosporina A, ja utilizada em transplantes
(FUJITA et al, 1995-A). Eles trabalharam a relacdo estrutura-atividade deste
composto e concluiram que a presenga de um grupo aminoalcool 2-alquil-2
aminoetanol, era importante (FUJITA, 1995-B). Eles também destacaram a
necessidade de uma cadeia longa para a manutencdo da atividade, e com isso
desenvolveram a sintese do composto FTY720 {Cloridrato de 2-amino-2-[2-(4-
octilfenil)etil]1,3-propanodiol} (ADACHI et al, 1995) (Figura 2).

O mecanismo de acéo do FTY720 ainda ndo esta completamente esclarecido.
A hip6tese mais aceita € que atue alterando o trafego dos linfécitos no sangue
periférico através de uma redistribuicdo reversivel dos linfocitos do sangue periférico
para estruturas linféides secundarias, como linfonodos e placas de Peyer,
determinando a linfopenia (YOPP et al, 2004; CHIBA et al, 1998). Contudo, Sugito e
colaboradores (2005) verificaram que mesmo em camundongos sem 06rgaos
linféides secundarios (baco e linfonodo), houve diminuicao dos linfécitos do sangue
periférico, sugerindo que o mecanismo do FTY720 ndo pode ser explicado
unicamente por este sequestro de linfécitos circulantes e aprisionamento destas
células no tecido linféide.

COCH NH, .HCl

HoN
HO

Ho™
OH

CgHys
ISP-1(Miriocina) FTY720

Figura 1.2. Estruturas quimicas da ISP-1(miriocina) e do FTY720.

Baseado nos estudos expostos acima objetivou-se neste trabalho a sintese
de diferentes derivados de compostos N-alquilados com cadeias alifaticas longas,
estudou-se a relacdo da estrutura dos diferentes compostos com a possivel
atividade imunossupressora, visando sempre a sintese de compostos com maior

eficacia e menor toxicidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Preparar, caracterizar e avaliar a potencial atividade imunossupressora das diaminas

e aminoalcoois lipofilicos a partir do 1,2- tetradecanodiol e 1- tetradecanol.

2.2 Objetivos especificos

- Sintetizar e purificar novas diaminas e aminoalcoois por reagdes quimicas de
substituicao nucleofilica tipo SN2.

- Caracterizar as diaminas e aminoalcoois sintetizados pelos métodos de
Espectroscopia no Infravermelho (IV), Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) e Faixa de Fusao (PF).

- Avaliar as atividades das diaminas e aminoalcoois preparados na viabilidade
celular da linhagem de macro6fagos J774, estimulados com BCG e/ ou IFN-y.

- Avaliar a atividade das diaminas e aminoalcoois na producdo de NO por
macrofagos J774 estimulados com BCG e/ ou IFN-y.

- Avaliar a atividade das diaminas e aminoalcoois na Reacao de Hipersensibilidade

Tardia a ovalbumina.
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NaNz,DMF Ho, Pd/C
—> RCH(OH)CH,N; ——> RCH(OH)CH,NH,
8 (76%) 10 (43%)
— RCH(OH)CH,0Ms -
2 (34%)
H,oN(CHo) NH,
L » RCH(OH)CH,NH(CH,),NH,
MsCl, CH,Cl,, Py EtOH, reflux
RCH(OH)CH,0H——— 6:n=2 (51%)
) OClort 7:n=3 (64%)
NaNa, DMF H,, Pd/C
> RCH(OMs)CH,0OMs—— RCH(N)CH,N; —— RCH(NH,)CH,NH,
3 (33%) 9 (92%) 11 (76%)
HN(CH,CH,0H),
———————— RCH,(OH)CH,N(CH,CH,0H),
12 (94%)
EtOH | HoNC(CHs),CH,OH
RCHy(OH)CH,OMs —oo LT oy (OH)GH,NHG(CHy),CHoOH
80°C
9 13 (85%)
H,N(CH,),OH
RCH,(OH)CH,NH(CH,),OH
14:n=2 (91%)
15:n=3 (77%)
HN(CH,CH,0H),
——  » RCH,CH,N(CH,CH,OH),
16 (95%)
MsCl, CH,Cl, Py EtOH | HoNC(CHg);CH,0H
RCH,CH,OH ————— > RCH,CH,0Ms » RCH,CH,NHC(CHs),CH,0H
0°C to nt 80°C o
4 5 (99%) 17 (99%)
H,N(CH,),OH
L— > RCH,CH,NH(CH,),OH
18:n=2 (69%)
R= CH3(CHg)s4- 19:n=3 (58%)
Ms= CH3SOQ‘

Esquema 2.1. Plano de sintese de diaminas e aminoalcoois N-alquilados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e Métodos de Caracterizacao

- Faixas de fusdo: foram obtidas em aparelho digital MQAPF-Microquimica no
Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas (ICE), UFJF.

- Espectros no infravermelho: foram registrados em espectrémetro BOMEM-FTIR
MB-102 no Departamento de Quimica, ICE, UFJF, utilizando pastilhas de brometo
de potassio (KBr) para compostos solidos e janelas de iodeto de césio (Csl) para
compostos oleosos. Os valores para a absorcao sao referidos em niumeros de onda,

utilizando como unidade cm-1.

- Espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN de
™H e de 13C): foram obtidos a 300 MHz e 75 MHz, respectivamente, em
espectrémetro BRUKER AVANCE DRX300 no Departamento de Quimica, ICE,
UFJF, utilizando como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS), ou o hidrogénio
residual do solvente deuterado. Os valores de deslocamento quimico (&) foram
referidos em partes por milhdo (ppm), € as constantes de acoplamento (J) em Hertz
(Hz). As areas dos picos foram obtidas por integracdo eletrbnica e suas
multiplicidades descritas como: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; q = quarteto; qu
= quinteto;

dd = dupleto duplo; m = multipleto; sl = simpleto largo.

- Cromatografia em coluna de silica: utilizou-se silica-gel 60G 0,063-0,200mm (70-
230 mesh ASTM) MERCK.

- Cromatografia em camada delgada de silica: utilizou-se silica-gel 60G MERCK em
laminas de vidro.

- Reveladores utilizados: vapores de iodo, solucado etandlica de acido sulfurico a
20% v/v e solugdo etandlica de ninidrina a 1 % p/v.

- Procedimentos de purificacao: extracao, coluna cromatografica e/ou recristalizacao.
Para tal foram utilizados solventes P.A. Vetec ou Isofar.



3.2 Sintese dos metanossulfonatos de alquila 2,3 e 5

RCH(OH)CH,OHZ 25028y RCH(OH)CH,080,CH; + RCH(OS0,CH3)CH,0S0,CH;
1 2 3
R=CHs(CHy)y4

RCH,0H — —59%C1 o RCH,050,CH;

4 5
R=CHj3(CHy)12 -

Esquema 3.1. Sintese dos compostos 2, 3 e 5.
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Os élcoois 1,2-tetradecanodiol 1 e 1-tetradecanol 4 (50 mmol) foram

solubilizados em 25 mL de diclorometano. A esta solucéo foi adicionado, lentamente,

a 0°C, cloreto de metanossulfonila (60 mmol) e piridina (5-10 mL). Apds 24 horas

sob agitacdo magnética a temperatura ambiente foi verificado que todo material de

partida havia sido consumido, através de cromatografia em camada delgada de

silica gel (eluente: diclorometano; revelador: iodo). Em seguida, foi realizada uma

extracdo liquido-liquido em diclorometano/ agua e o solvente da fase orgéanica foi

removido sob pressao reduzida, fornecendo os mesilatos 2 e 5 e o dimesilato 3. A

estequiometria e os rendimentos das reacdes estdo na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Estequiometria das reacdes de obtencédo e rendimento dos compostos

2,3e5.
Compost CH3S0.CI (mL/mmol) | Rend. (g;mmol;%)
o Quantidade do alcool
2 50 mmol (11,52g) de 1-|4,7/60 5,2; 16,9; 34
tetradecanodiol 1
3 50 mmol (11,52g) de 1-|4,7/60 6,2; 16,8 ;33
tetradecanodiol 1
5 50 mmol (10,7g) de 1-|4,7/60 14,32; 49; 99
tetradecanol 1
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13 11 9 7 5 3 1
’ 15
14 12 10 8 6 1 OSO,CHj

OH

1-O-Metanossulfonil-1,2-tetradecanodiol 2: C15H32S04; MM: 308 g/ mol; FF: 77-79°C.

IV (KBr) v (cm-1): 3500 (estiramento—OH), 2919-2850 (deformacdo axial C-H
alifatico), 1470 (deformacao angular C-H alifatico), 1344 e 1172 (estiramento —SO,-),
855 (estiramento SO).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 4,25 (dd, 1H, J1a2=2,6Hz, Jia15=10,2Hz,
H1a); 4,09 (dd, 1H, J1s2=7,0Hz, H1b); 3,90 (m, 1H, H2); 3,07 (s, 3H, H15), 2,09 (s,
1H, OH); 1,49 (m, 2H, H3); 1,26 (m, 20H, H4-13); 0,88 (t, 3H, J=6,8Hz, H14 ).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 73,9 (C2); 69,8 (C1); 37,7 (C15); 32,9-25,5
(C3-12); 22,8 (C13); 14,3 (C14).

13 11 9 7 5 3 1 .5
OSO,CH34
16
OSO,CH34
1,2- Di- O- metanosulfonil-1,2- tetradecanodiol 3 : CisH34S.06: MM: 386 g/mol; FF:

51-53°C.

IV (KBr) v (cm1): 2917-2851 (deformacéo axial C-H alifatico), 1468 (deformacgéo
angular C-H alifatico), 1355 e 1171 (estiramento —SO,-), 916 (estiramento S-0O).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 4,88 (m, 1H, H2); 4,40 (dd, 1H, J1a2=2,6Hz, J
1a1v=11,4Hz, H1a); 4,27 (dd, 1H, Jip2=6,4Hz, H1b); 3,08 (s, 6H, H15 e H16); 1,69
(m, 2H, H3); 1,26 (m, 20H, H4-13); 0,88 (t, 3H, J=6,8Hz, H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 79,4 (C2); 69,7 (C1); 38,9 e 37,7 (C 15 e
C16); 32,1- 25,0 (C 3-12); 22,8 (C13); 14,3 (C14).
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3 1 9 7 5 3 !

15
14 12 10 8 4 2 OS02CHs

1-O-Metanosulfonil-1-tetradecanol 5: C15H3203S; MM: 292 g/mol; FF: 45-48 °C.

IV(KBr) v (cm-1): 2920-2852 (deformacdo axial C-H alifatico), 1473 (deformagéo
angular C-H alifatico), 1342 e 1168 (estiramento —SO.-), 854 (estiramento S-O).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) § (ppm): 4,24 (t, 2H, J=6,6Hz, H1); 3,00 (s, 3H, H15);
1,74 (qu, 2H, J=6,6 Hz, H2): 1,34-1,28 (m, 22H, H3-13); 0,90 (t, 3H, J=7,1 Hz, H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 70,4 (C1); 37,5 (C15); 32,1-22,9 (C2-13);
14,3 (C14).

3.3 Sintese das diaminas monoalquiladas 6 e 7

RCH(OH)CH,OMs XM g OH)GH,NH(CHy)NH,
2 6: n=2

R=CHy(CHo)s L:n=3

Esquema 3.2. Sintese das diaminas6e 7

A uma solucéo etandlica (30 ml) em refluxo contendo 1,2-etanodiamina (1,01
mL, 15 mmol) ou 1,3- propanodiamina (1,25 mL, 15 mmol) foi adicionado lentamente
o mesilato 2. A mistura reagente foi mantida em refluxo por 24 horas sob agitacao
magnética. A evolugcdo foi acompanhada por CCD, utilizando como eluente
diclorometano ou uma mistura de diclorometano/ metanol 8:2, e como revelador o
iodo. Apés o término da reagé&o a mistura foi concentrada sob pressao reduzida e o
composto obtido foi extraido com diclorometano e agua. A fase organica foi
concentrada sob pressao reduzida e os compostos gerados 6 e 7 foram isolados por

recristalizacdo em uma mistura de hexano e acetato de etila (Tabela 3.2).
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Tabela 3.2. Estequiometria das reagdes de obtencao e rendimento dos compostos 6

e’
Compost | Quantidade da diamina Quantidade do mesilato 2 | Rend.(g;mmol;%)
o (9/mmol) (9/mmol)
6 0,99/15 mmol de 1,2 0,924g/ 3 mmol 0,74; 2,89; 51
etanodiamina
7 1,11g/15 mmol de 1,3 0,770g/ 2,5 mmol 0,72;2,52; 64
propanodiamina
13 11 9 7 5 3 1 1 "
2
N/\/ 2
14 12 10 8 6 4 H 2'
OH

N-(2-Hidroxitetradecil)-1’,2’- etanodiamina 6: CisH3sN2O; MM: 272 g/ mol; FF: 78-
80°C

IV (KBr) v (cm-1): 3340-3271 (deformacgéo axial N-H e O-H), 2920-2850 (deformagéao
axial C-H alifatico), 1465 (deformacao angular C-H alifatico), 1108 (deformacéao C-O
e/ ou C-N alifatico).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) § (ppm): 3,61 (m, 1H, H2); 2,82 (m, 2H, H2’); 2,70 (m,
4H, H1’,H1); 2,49 (sl, 4H, NH, NH2 e OH); 1,41 (m, 2H, H3); 1,26 (m, 20H, H4-13);
0,88 (t, 3H, J=6,8Hz, H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 69,8 (C2); 55,5 € 52,1 (C1 e C1’); 41,8 (C3);
35,3 (C3); 32,1- 25,9 (C4-12); 22,8 (C13); 14,3 (C14).

14 12 10 8 6 4 N o NH
OH

N-(2-Hidroxitetradecil)-1’,3- propanodiamina 7: C17H3sN-O; MM: 286 g/ mol; FF: 82-
84°C
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IV (KBr) v (cm-1): 3380 (deformacéao axial N-H e O-H), 2921 -2848 (deformacéo axial
C-H alifatico), 1465 (deformacao angular C-H alifatico), 1116 (deformacéao C-O e/ ou
C-N alifatico).

RMN de TH (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3,60 (m, 1H, H2); 2,80 (m, 6H, H3’, H1 e
H1"): 1,91 (sl, 4H, NH, NH2, OH); 1,64 (qu, 2H, H2); 1,41 (m, 2H, H3), 1,26 (m, 20H,
H4-13); 0,87 (t, 3H, J=6,8Hz, H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 69,7 (C2); 55,6 e 47,5 (C1 e C1’); 40,5 (C3");
33,8 (C3); 32,1 (C2'); 31,5- 25,9 (C3-12); 22,9 (C13); 14,3 (C14).

3.4 Sintese das azidas 8 e 9

RCH(OH)CH,OMs NaNe/DME_ - RCH(OH)CH,N;
2

2 8
RCH(OMs)CH,0OMs aN/DME RCH(ga)CHst
3 9

R= CHg(CHy)

Esquema 3.3. Sintese das azidas 8 e 9

Adicionou-se azida de sédio as solucdes dos mesilatos 2 ou 3 em 10 mL de
DMF. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética a 120°C por 24 horas
quando por CCD evidenciou-se o consumo total do material de partida (eluente:
diclorometano; revelador: iodo). Em seguida foi realizada uma extracdo éter/agua.
Apo6s concentracdo sob pressao reduzida da fase orgéanica, o composto obtido foi
purificado por coluna cromatografica (eluente: diclorometano), fornecendo os

compostos 8 e 9, respectivamente (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3. Estequiometria das reagdes de obtencao e rendimento dos compostos 8

e9.
Composto | Quantidade de NaN; Rend. (g;mmol;%)
(g/mmol) Quantidade do mesilato
(9/mmol)
8 1,39/20 mmol 0,9249g/ 3 mmol do 2 0,77;2,75 ;76
9 1,959/30 mmol 1,859/5 mmol do 3 1,40; 5,0 ; 92
13 11 9 7 5 3 1
2 N
14 12 10 8 4 8
OH

1-Azido-2-tetradecanol 8: C14H29N30; MM; 2559/ mol; FF: 36-38°C

IV (KBr) v (cm-1): 3352 (deformacao axial O-H), 2916 -2849 (deformacao axial C-H
alifatico), 2097 (estiramento C-Nj3).

RMN de TH (300 MHz, CDCls) § (ppm): 3,72 (m, 1H, H2); 3,35 (dd, 1H, J1a2=3,3Hz,
Jia1b=12,3Hz, H1a); 3,19 (dd, 1H, Jib2=7,2Hz, H1b); 2,33 (d, 1H, OH); 1,43 (m, 2H,
H3); 1,22 (m, 20H, H4-13); 0,85 (t, 3H, J=7,0 Hz, H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 71,3 (C2); 57,5 (C1); 34,7 (C3); 32,1- 22,8

(C 4-13); 14,2 (C14).

13 11 9 7 5 3 1

14 12 10 8 4

1,2- Diazidotetradecano 9: C14H2sNe; MM; 280¢g/ mol; Oleo
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IV (KCsl) v (cm-1): 2925-2854 (deformagao axial C-H alifatico), 2102 (estiramento C-
N ou C-N3).

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 3,77 (m, 1H, H2); 3,46 (dd, 1H, J1a2=3,3Hz,
Jiatp=12,5Hz, H1a); 3,25 (dd, 1H, Jip2=7,4Hz, H1b); 1,65 (m, 2H, H3); 1,48 (m, 2H,
H4); 1,27 (m, 18H, H5-13); 0,89 (t, 3H, J=6,8 Hz, H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCl) § (ppm): 71,1 (C2); 57,4 (C1); 34,5 (C3); 32,1- 22,8 (C
4-13); 14,3 (C14).

3.5 Sintese do aminoalcool 10 e da diamina 11 a partir das azidas 8
e9

~

RCH(OH)CH,N3 H2P9C _ RGH(OH)CH,NH,
8

I=

RCH(N3)CHaNg 229 o ReH(NH,)CHoNH,
1

I©

R=CH;3(CHz)11

Esquema 3.4. Sintese dos compostos 10 e 11

Em um baldo de fundo redondo foram solubilizados 3 mmol das azidas 8 ou 9
em etanol (10 mL) e, em seguida, foram adicionados 20 mg do catalisador Pd/C
(Palddio em carvado ativo 10%). A mistura reagente permaneceu sob agitacéo
magnética e sob atmosfera de hidrogénio durante 48 h a temperatura ambiente. A
evolucao da reacgao foi acompanhada por CCD, usando como eluente uma mistura
de hexano/ acetato de etila 9:1 e diclorometano/ metano (8:2) (reveladores: solucéao
etandlica de acido sulfurico 20% v/v e solucdo etandlica de ninidrina). Apds o
término da reacao, foi feita uma filtracdo para eliminar o catalisador e o filtrado foi
concentrado sob pressao reduzida. O composto obtido foi purificado por coluna

cromatografica utilizando-se como eluente diclorometano/metanol (9:1), obtendo
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assim o amino-alcool 10 e a diamina 11, com rendimentos de 76% € 43%,

respectivamente.

1-Amino-2-hidroxitetradecano 10: C14H31NO; MM: 229,0 g/mol; FF: 81-83°C.

IV (KBr) v (cm-1): 3326 (deformacao axial O-H e/ou N-H), 2916-2848 (deformagéao
axial C-H alifatico), 1591 (deformagao angular N-H), 1471 (deformacao angular C-H
alifatico), 1026 (deformacao axial C-O e/ou C-N).

RMN de TH (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3,50 (m, 1H, H2); 2,80 (dd, 1H, J1a2=3,5Hz,
Jia1b=12,7Hz, H1a); 2,50 (dd, 1H, J1n2=7,3Hz, H1b); 2,30 (sl, 3H, OH e NH.); 1,24
(m, 22H, H3-13); 0,86 (t, 3H, J=7,0 Hz, H14 ).

RMN de 13C (75MHz, CDCls) & (ppm): 72,3 (C2): 50,7 (C1); 35,7-25,8 (C3-12); 22,8
(C13), 14,3 (C14).

13 9 7 5 3 1

NH,

NH,
1,2-Diaminotetradecano 11: C14H32N2; MM: 228,0 g/mol; FF: 111-113°C.

IV (KBr) v (cm-1): 3292(deformacao axial N-H), 2919-2850 (deformacéao axial C-H
alifatico), 1560 (deformacao angular N-H), 1484 (deformacao angular C-H alifatico).

RMN de TH (300 MHz, CDCls) & (ppm): 2,75 (m, 2H, H1a e H2); 2,48 (m, 1H, H1b);
1,85 (sl, 4H, 2 NH,); 1,27-1,40 (m, 22H, H3-13); 0,89 (t, 3H, J=6,8Hz, H14 ).
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RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 53,6 (C2); 48,5 (C1); 35,9-22,8 (C3-13); 14,3
(C14).

3.6 Sintese dos aminoalcoois 12-1 derivados do 1,2-

tetradecanodiol.

HN(CH,CH,0H), . CHg(CHy);1CH(OH)CHoN(CHoCHy0H),
12

CHs(CH,)11CH(OH)CH,OMs | H2NC(CHa)2 CH0R _ GH,(CHj)q 1CH(OH)CH,NHC(CHg),CH,OH

2
- 13

HoN(CH5),,OH

» CH3(CH,)¢1CH(OH)CH,NH(CH,),,OH

14: n=2
15: n=3

Esquema 3.5. Sintese dos aminoalcoois 12-15.

O mesilato 2 (0,924g; 3 mmol) foi adicionado lentamente a solugdes
etandlicas em refluxo contendo os aminoalcoois 2-aminoetanol, 3-amino-1-propanol,
dietanolamina ou 2-amino-2-metil-1-propanol (6 mmol). A mistura reagente foi
mantida em refluxo por 24 h sob agitacdo magnética. A evolucdo da reacgao foi
acompanhada por CCD, utilizando-se como eluentes diclorometano puro ou uma
mistura de diclorometano/metanol 8:2 (revelador: iodo ou solucao etandlica de acido
sulfurico 20% v/v). Apds o término da reacao, a mistura foi concentrada sob pressao
reduzida e o composto obtido foi extraido com diclorometano e agua. A fase
organica foi concentrada sob pressao reduzida e os compostos gerados de 12-15

foram isolados por recristalizagdo em hexano.
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Tabela 3.4. Estequiometria das reagdes de obtencao e rendimento dos compostos

12-15
Amino-alcool (mL ou g/mmol) | Quantidade do 2 | Rend. (g;mmol; %)
Compost
o]
12 0,6mL/ 6 (1,2-dietanolamina) 0,924g/ 3 mmol 1,0; 2,98; 95
13 0,4mL/ 6 (2-amino-2-metil- 0,9249g/ 3 mmol 0,82;2,72; 69
1-propanol)
14 0,5mL/ 6 (2-aminoetanol) 0,9249g/ 3 mmol 0,86; 3,15; 58
15 0,534¢/ 6 (3-amino-1-propanol) | 0,924g/ 3 mmol 0,75;2,61;99
OH
2l
13 11 9 7 5 3 1 1"
2
N
14 12 10 8 6 4 >
OH
1" —OH

N-(2-Hidroxitetradecil) dietanolamina 12: C1gHz903N; MM: 317 g/mol; FF: 33-35°C

IV (KBr) v (cm-1): 3292 (deformacéo axial O-H), 2921-2851 (deformacao axial C-H
alifatico), 1468 (deformacao angular C-H alifatico), 1078 (estiramento C-O e/ou C-N

alifatico).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3,73 (m, 4H, H1’), 3,54 (m, 1H, H2), 2,82 (m,
4H, H1); 2,44 (m, 2H, H2)); 1,48 (m, 2H, H3) 1,25 (m, 20H, H4-13); 0,88 (t, 3H,
J=6,8Hz, H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) 5 (ppm): 68,3 (C2); 62,1 (C2'); 59,4 e 57,5 (C1 e C1);
34,7 — 25,5 (C3-12); 22,6 (C13): 14,1 (C14).
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3' 3'
13 11 9 7 5 3 1 ></OH
2'
14 12 10 8 6 4 H 1'

OH
(2-Hidroxitetradecilamino)-2’-metil-1’-propanol 13: CisH39O2N; MM: 301 g/mol; FF:
62-64°C

IV (KBr) v (cm-1): 3306 (deformacgao axial N-H e O-H), 2964-2848 (deformacao axial
C-H alifatico), 1469 (deformacao angular C-H alifatico), 1077 (estiramento C-O e/ou
C-N alifatico).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls, D»0O) & (ppm): 3,56 (m, 1H, H2); 3,35 (2d, 2H,
Ji1=11,2 Hz, H1’); 2,93 (sl, 3H, NH e OH): 2,62 (dd, 1H, J1atp=11,2 Hz, H1a); 2,39
(dd, 1H, Jip»=2,4Hz, H1b); 1,43 (m, 2H, H3); 1,25 (m, 20H, H4-13); 1,05 (sl, 6H, H3);
0,87 (t, 3H, J=7,0Hz, H14).

RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 70,2,0 (C2); 61,6 (C1); 55,5 e 51,5 (C2’ e
C1); 35,5 — 22,9 (C3-13); 14,3 (C14).

13 11 9 7 5 3 ) 1 2 oH
N/\/
14 12 10 8 6 4 H 1"
OH

(2-Hidroxitetradecilamino)- etanol 14: C1sH3502N; MM: 273 g/mol; FF: 73-75°C

IV (KBr) v (cm-1): 3343 (deformacéao axial N-H e O-H), 2915-2847 (deformacao axial
C-H alifatico), 1470 (deformacéo angular C-H alifatico), 1070 (deformacao axial C-O
e/ou C-N alifatico).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3,69 (m, 3H, H2 e H1’); 3,20 (sl, 3H, NH e
OH); 2,81 (dd, 1H, J1a2=4,8Hz, J1a1o=10,1Hz, H1a): 2,69 (dd, 1H, Jip»=2,4Hz, H1b);
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252 (1, 2H, H2)); 1,42 (m, 2H, H3) 1,25 (m, 20H, H4-H13): 0,88 (t, 3H, J=6,8Hz,
H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 70,3 (C2); 61,3 (C1°); 55,5 e 51,5 (C1 e C2);
35,5 — 25,9 (C3-12); 22,9 (C13); 14,3 (C14).

13 119 7 5 3 1 3

14 2 10 8 6 4 H 2 ©H

OH
3’-(2-Hidroxi-tetradecilamino)-1’-propanol 15: C47H3702N; MM: 287 g/mol; FF: 76-
78°C

IV (KBr) v (cm-1): 3435 (deformagéao axial N-H e O-H), 2922-2848 (deformagéo axial
C-H alifatico), 1466 (deformacédo angular C-H alifatico), 1057 (estiramento C-O e/ou
C-N alifatico).

RMN de TH (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3,67 (t, 2H, J=5,7Hz, H1’); 3,57 (m, 1H, H2);
3,24 (sl,1H, NH e OH); 2,74 (1, 2H, J=6,1Hz, H3"); 2,61 (dd, 1H, Jia2=2,9Hz,
Jiatp=12,1Hz, H1a); 2,40 (dd, 1H, J152=9,0Hz, H1b); 1,63 (qui, 2H, H2); 1,39 (m, 2H,
H3); 1,18 (m, 22H, H4-13); 0,80 (t, 3H, J=6,8Hz, H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 70,2 (C2); 63,0 (C1'): 55,8 e 48,9 (C1 e C3);
35,6 (C2); 32,1 — 25,9 (C3-12); 22,9 (C13); 14,2 (C14).
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3.7 Sintese dos aminoalcoois N-alquilados 16-19 a partir do
mesilato 5.

HN(CHZCH2OH)2 > CH3(CH2)12CH2N(CHQCH20H)2
16

CH5(CH,)1,CH,OMs | H2NC(CH3)2 CH0H - CH.(CH.) {4 CH,NHC(CH5),CH,OH

3 17

HoN(CH,),OH

> CH3(CH2)1 1 CHQNH(CHQ)nOH

18: n=2
19: n=3

=Y

Esquema 3.6. Sintese dos aminoalcoois 16-19

O mesilato 5 (2,94g; 10 mmol) foi adicionado lentamente a solucdes
etandlicas em refluxo dos amino alcoois 2-amino-1-etanol, 3-amino-1-propanol,
dietanolamina ou 2-amino-2-metil-1-propanol (20 mmol) (Tabela 3.5). A mistura
reagente foi mantida sob refluxo e agitacdo magnética por 24 horas. A evolucao das
reacdes foi acompanhada por CCD, utilizando-se como eluentes diclorometano ou
diclorometano/metanol 9:1 (revelador: iodo). Apds o término das reacdes, a mistura
foi concentrada sob pressdo reduzida e o residuo formado foi purificado por
recristalizacdo em hexano.
Tabela 3.5. Estequiometria das reacdes de obtencao e rendimento dos compostos
16-19

Compost | Amino alcool (g/mmol) Rend.(g;mmol;
o Quantidade do 5 %)
16 2,103/ 20 (dietanolamina) 10 mmol (2,643 g) de 5 2,86;9,4;94
17 1,783/ 20 (2-amino-2- 10 mmol (2,643 g) de 5 2,53; 8,87; 85
metil-1-propanol)
18 1,222/ 20 (2-amino-etanol) | 10 mmol (2,643 g) de 5 2,34;9,1; 91
19 1,182/ 20 (3-amino-1- 10 mmol (2,643 g) de 5 2,09:7,71;77

propanol)
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OH
2!
13 11 9 7 5 3 1 1"
N

14 12 10 8 6 4 p) >

1" ™0OH

N -Tetradecildietanolamina 16: C1gHss02N; MM: 301 g/mol; Oleo

IV (Csl) v (cm-1): 3374 (deformacao axial O-H), 2953-2851 (deformacéo axial C-H
alifatico), 1467 (deformacgao angular C-H alifatico), 1041 (deformacao axial C-O e/ou
C-N).

RMN de TH (300 MHz, CDCly) & (ppm): 3,61 (1, 4H, J=6,4Hz, H1’); 2,65 (t, 4H,
J=5,3Hz, H2'); 2,52 (t, 2H, J=7,9Hz, H1); 1,46 (m, 2H, H2); 1,26 (m, 22H, H3-H13);
0,88 (t, 3H, J=7,0Hz, H14),

RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) & (ppm): 59,7 (C1’); 56,3 e 55,0 (C2’ e C1); 32,0 (C2);
29,8 — 22,8 (C3-13); 14,2 (C14).

3' 3'
13 11 9 7 5 3 1 ></OH
N~ 2
14 12 10 8 6 4 2 H 1’

2-(Tetradecilamino)-2’-metil-1-propanol 17: C1sH39ON; MM: 285 g/mol; FF: 61-63°C
IV (KBr) v (cm-1): 3286 (deformacgao axial N-H), 3084 (deformagéo axial O-H), 2918-
2848 (deformacao axial C-H alifatico), 1468(deformacao angular C-H alifatico), 1077

(deformacao angular C-O e/ou C-N alifatico).

RMN de TH (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3,26 (m, 2H, H1’); 2,46 (t, 3H, J=7,0Hz, H1);
1,41 (m, 2H, H2); 1,24 (m, 20H, H3-H13); 1,04 (s, 6H, H3"); 0,86 (t, 3H, J=6,8Hz,
H14).
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RMN de 13C (75MHz, CDCls) & (ppm): 68,5 (C1°); 53,6 (C2'); 41,9 (C1); 32,1— 22,8
(C2-13); 14,2 (C14).

13 11 9 7 5 3 1 2' oH
14 12 10 8 6 4 2 H 1'
N-Tetradecil-2-aminoetanol 18: C16H3sON; MM: 257 g/mol; FF: 51-53°C

IV (Csl) v (cm-1): 3271 (deformacdo axial NH e OH), 2915-2852 (deformacao axial
C-H alifatico), 1471 (deformacgao angular C-H alifatico), 1127 e 1078 (deformacao
axial C-O e/ou C-N).

RMN de TH (300 MHz, CDCls) & (ppm): 3,63 (1, 2H, J=5,2Hz, H1’); 2,74 (t, 2H,
J=5,0Hz, H2'); 2,59 (t, 2H, J=7,3Hz, H1): 2,47 (sl, 2H, OH e NH): 1,47 (m, 2H, H2);
1,25 (m, 22H, H3-H13); 0,87 (t, 3H, J=6,8Hz, H14).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & (ppm): 60,9 (C1’); 51,4 e 49,8 (C1 e C2)); 29,8 —
32,0 (C2-12); 22,8 (C13); 14,2 (C14).

13 11 9 7 5 3 1 3 1"
P N\ 2 N N N N
14 12 10 8 6 4 > H > OH
N-Tetradecil-2-aminopropanol 19: C17H37ON; MM: 271 g/mol; FF: 52-54°C

IV (KBr) v (cm-1): 3260 (deformacé&o axial N-H), 3159 (deformacao axial O-H), 2914-
2848 (deformacao axial C-H alifatico), 1472 (deformagao angular C-H alifatico), 1067
e 1051 (deformacéao axial C-O e/ou C-N).

RMN de TH (300 MHz, CDCls ) & (ppm): 3,78 (t, 2H, J=5,3Hz, H1’); 3,14 (sl, 2H, NH
e OH); 2,85 (t, 2H, J=5,9Hz, H3); 2,57 (t, 2H, J=7,0Hz, H1); 1,68 (qui, 2H, J=5,5Hz,
H2'); 1,44 (m, 24H, H2-H13); 0,85 (t, 3H, J=6,8Hz, H14).

RMN de 13C (75MHz, CDCls) & (ppm): 64,5 (C1°); 50,2 e 50,1 (C1 e C3'); 32,1 e
30,9 (C2 e C2'); 30,1 — 27,5 (C3-12); 22,9 (C13); 14,3 (C14).
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3.8 Avaliacao bioldgica

3.8.1 Animais

Foram utilizados 36 camundongos da linhagem Balb/c, com peso médio de
25 gramas, 06-08 semanas de idade e pertencentes a colonia do Centro de Biologia
da Reproducdo da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram
mantidos no setor de experimentagao do Laboratério de Imunologia do ICB/ UFJF,
em estantes ventiladas (temperatura de 19-25°C) (Figura 3.1). Os animais tiveram
agua e alimento “ad libitum”. Todo experimento foi conduzido de acordo com o guia
de “Principios e cuidados no uso de animais de laboratério” e aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFJF (Protocolo: 049/ 2007).

..

Figura 3.1. Grupo de camundongos da linhagem Balb/C e acondicionamento em

estantes ventiladas.

3.8.2 Preparacao e utilizacao dos compostos para testes “in vitro”

Todos os compostos finais sintetizados foram avaliados “in vitro”. Os mesmos
foram diluidos inicialmente em dimetilsulféxido (DMSOQO), filtrado em filtro milipore
13mm de didmetro (Miliporo Japéo), e as diluicées sucessivas foram feitas em meio
RPMI — 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino, 1% de aminoéacidos
essenciais e 1% de antibidtico penicilina-estreptomicina (Gibco — Invitrogen, CA,
USA). Os compostos foram testados nas concentragdes finais de 0,5 ug /mL, 0,05
Mg/ mL e 0,005 pg /mL.
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3.8.3 Cultura de macréfagos murinos J774.A-1

As células da linhagem J774.A-1 foram descongeladas e mantidas em
cultura, em garrafas plasticas de cultura (NUNC) (Figura 3.2) em meio RPMI-1640
suplementado com 5% de soro bovino fetal (SBF), 1% de antibiético penicilina -
estreptomicina (Gibco — Invitrogen, CA, USA) e 1% de aminoacidos ndo-essenciais,
por 72 horas em estufa umidificada com atmosfera de 5% de CO; a temperatura de
37°C . Apds as células atingirem confluéncia, foram coletadas e lavadas em RPMI-
1640 suplementado, por centrifugacdo a 1200 rpm a 4°C por 10 minutos e a
viabilidade determinada utilizando o corante vital Azul de Trypan pela contagem em
camara hemocitométrica. As células foram ressuspensas na concentracdo de 4 x
109 células/ mL de meio RPMI-1640 suplementado e distribuidas em pocos de
placas de cultura de 96 pocos (100 uL/ pogcos- NUNC). Em seguida, as células foram
cultivadas por 48 horas, na presenca ou nao dos estimulos (sobrenadante
enriquecido com IFN-y 9 ng/ mL e/ ou BCG a 20 pg/ mL- Fundacédo Ataulpho de
Paiva), pela adicdo de 10 uL de cada estimulo nos pocos, seguida da adicdo de 10
uL dos compostos sintetizados, nas concentragées 0,5 ug/mL, 0,05 ug/mL e 0,005
png/mL. Apéds incubagéo, os sobrenadantes foram coletados e analisados quanto a

producédo de NO pelo método de Griess, e a viabilidade celular foi determinada pelo
método MTT.

Figura 3.2. Cultura de macrofagos murinos J774.A-1 e observagdo das

células através do microscopio invertido.
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3.8.4 Determinacao da viabilidade celular pelo Método do MTT

A viabilidade celular e a citotoxicidade foram determinadas pelo método
colorimétrico do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]},
baseado na reducdo do tetrazélio soédico em formazan pelas desidrogenases
mitocondriais (MOSSMAN, 1983).

ApGs 48 horas de cultivo das células e coleta do sobrenadante para dosagem
do NO, foi adicionado 100 puL de meio RPMI-1640 suplementado, em seguida 10 pL
da solucdo de MTT a 5 mg/ mL as células restantes (Figura 3.3). Estas foram
incubadas por 4 horas em estufa de CO, umidificada a temperatura de 37° C. A
reacdo do MTT foi interrompida utilizando-se 100 uL de uma solu¢ao de isopropanol-
acido cloridrico (50 L isopropanol + 50 uL HCI 10N) e incubada por 10 minutos. A
leitura foi realizada a 570 nm em leitor de microplacas (Spectramax 190 — Molecular
Devices — US).

Para a determinagcdo da Inibicdo da proliferacdo celular (IP) e da
citotoxicidade (CTX) foram utilizadas as férmulas descritas abaixo (OLMO et al,
2006):

IP (%) =[1- (OD1 (J774A.1/ IFN / composto) / OD (J774A.1 /IFN) ) x 100
CTX (%) =[1—(OD (J774A.1 / composto) / OD (J774A.1) )] x 100

Figura 3.3. Ensaio da viabilidade celular através do Método MTT.

' OD: Densidade ética
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3.8.5 Dosagem de nitrito pelo Método de Griess

O NO (6xido nitrico) € biossintetizado através da L-arginina pela enzima éxido
nitrico sintase. Como o NO possui uma vida curta, a producdo de NO foi estimada
pelo acumulo de nitrito (NO,), um produto estavel da oxidacdao do NO, usando o
reagente de Griess (GREEN et al, 1982).

Para as dosagens de NO foram utilizadas aliquotas de 50 uL das amostras de
sobrenadantes da cultura de células da linhagrem J774.A-1, colhidas anteriormente.
As amostras foram colocadas em pocos de placas de 96 pocos, em triplicata, e em
seguida adicionado 100 uL do reagente de Griess: 50 uL de sulfanilamida (Sigma)
1% + 50 uL de dicloridrato de a-naftiletiienodiamina (Sigma) 0,1% em acido fosférico
2,5% (Sigma)- NEED. O reagente também foi adicionado a curva. Foi feita uma
solucao estoque inicial de NaNO, 1M, para realizagao da curva-padrao. Esta solucao
foi diluida a 200 uM para dar inicio a curva até 112 diluicdo na razéo dois, em agua
destilada. Foram utilizados 100 uL da diluicao em cada poco. A leitura da
absorbancia foi realizada em leitor de microplacas, com comprimento de onda de
540 nm (Spectramax 190—Molecular Devices — US) (Figura 3.4). A produgao do NO,
foi quantificada através de comparacgéao a curva-padréo.

Figura 3.4. Leitor de microplacas Spectramax, utilizado no Método do
MTT e no Método de Griess.
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3.8.6 Preparacao e utilizacao dos compostos para testes “in vivo”

Os compostos 12 e 19 sintetizados e a Azatioprina (AZA) obtida da
Microbiol6gica-Quimica e Farmacéutica (Rio de Janeiro), foram diluidos inicialmente
em DMSO, filtrados em filtro milipore 13 mm de diametro (Miliporo Japéo) e as
diluicbes sucessivas foram feitas em agua destilada. Os compostos foram testados
nas concentracgdes finais de 0,5 mg /Kg/dia e 0,25 mg /Kg/dia.

3.8.7 Desencadeamento da Reacao de Hipersensibilidade Tardia
(RHT)

A RHT foi desenvolvida segundo as seguintes etapas: imunizacao, desafio e
leitura da reacdo. Os animais foram imunizados com aplicagéao de 0,2 mL de uma
suspensdao contendo Adjuvante de Freund (CFA) (Sigma Co., St Louis) e
Ovalbumina (0,2 mg/ mL) (Grau V) (Sigma) emulsificados na base da cauda (via
subcutanea). Os animais foram tratados por 5 dias, conforme grupos abaixo, por
gavagem. A reacao de hipersensibilidade tardia foi induzida no coxim plantar
posterior esquerdo de todos o0s grupos de camundongos apds seis dias de
imunizacdo, através da inoculacao de 30 pL de suspenséo contendo 600 ug de OA
agregada (Grau Il) (Sigma). O controle de fidelidade foi feito administrando-se de
maneira similar 30 uL de salina no coxim plantar posterior direito. A intensidade da
RHT foi expressa pela diferenca de espessura das patas posteriores, medida em 48
horas apds o desafio, com o auxilio do especimetro (Starret, Athol, MA) (Figura 3.5).
Os resultados representam a média de 6 animais por grupo mais ou menos erro
padrdo, expressos em unidades RHT, definida como a diferenca de 0,01 mm na
espessura das patas direita e esquerda de cada animal.

Grupo | (controle positivo): Ovalbumina (OA) na imunizacao e no desafio

Grupo II: OA na imunizacao e tratamento com AZA na concentracao 1 mg/kg/dia
Grupo llI: OA na imunizagao e tratamento com composto 12 na concentracdo 0,25
mg/kg/dia
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Grupo IV: OA na imunizacdo e tratamento com composto 12 na concentracao 0,50
mg/kg/dia
Grupo V: OA na imunizacéo e tratamento com composto 19 na concentracdo 0,25
mg/kg/dia
Grupo VI: OA na imunizacao e tratamento com composto 19 na concentragéo 0,50

mg/kg/dia

Figura 3.5. Medida da pata posterior do camundongo utilizando o

especimetro.

3.8.8 Avaliacao da atividade antileishmania

Foram utilizadas duas cepas referéncia de leishmania: contra L. amazonensis
(cepa MHOM/Br/75/Josefa, isolada de paciente com leishmaniose cutanea) e L.
chagasi (cepa MHOM/Br/74/PP75, isolada de paciente com leishmaniose visceral).
As formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em meio Warren
(infuso de coracado e cérebro, hemina e acido félico) e as de L. chagasi foram
cultivadas em meio 199 (Sigma Chemical Co., St Louis, Mo), ambos suplementados
com 10% de soro fetal bovino e a 24°C, sendo coletadas em fase exponencial de

crescimento.
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A atividade antipromastigota foi realizada em L. amazonensis e L. chagasi e
determinada de acordo com o método colorimétrico com MTT25 (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, baseado na reducdo do tetrazélio sédico em
formazan pelas desidrogenases mitocondriais. Os parasitos foram distribuidos em
placa de 96 pocos a 2x106 células/mL de meio Warren com 10% de SBF para L.
amazonensis e 3x106 células/mL de meio 199 com 10% de SBF para L. chagasi. Os
compostos testados foram adicionados ap6s 1 hora em concentragdes variadas. Os
testes foram feitos em triplicatas. Em trés pocos nao houve adicdo de drogas
(controle) e outros trés pocos foi utilizada uma concentracdo final de DMSO
(solvente de solubilizacado dos compostos) de 0,08 %, que € a concentracao maxima
utilizada nas diluicdes dos compostos. Apds trés dias de incubacdo em estufa a
24°C, foi adicionado 10 uL de MTT a 5mg/mL em cada poco e incubado durante
quatro horas. A reacéo foi interrompida pela adicao de 100 uL de isopropanol/acido
(100 mL de isopropanol/0,4 mL de HCI 10 N) e lida em um espectrofotémetro a 570
nm-SPECTRAMAX 190, Molecular Devices. Os resultados foram mostrados em
porcentagem de inibicdo em relacdo ao padrdo (controle). A partir do teste de
viabilidade, foi determinado o valor de IC50 (concentragdo minima necessaria para
inibir 50 % do crescimento do parasita) de cada composto. A anfotericina B foi
utilizada como farmaco de referéncia e os valores de IC50 foram 0,9 uM e 1,9 uM

para promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi, respectivamente.

3.9 Analise estatistica

Para os testes “in vitro” as amostras foram processadas em triplicata,
utiizando analise de variancia ANOVA e pds-teste Bonferroni, com nivel de
significancia p< 0,05. O programa utilizado foi o GraphPadPrism vers&o 5.0.

Para os testes “in vivo” as amostras foram processadas em sextuplicata,

utilizando o Teste t Student com p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Sintese e caracterizacao dos metanossulfonatos de alquila 2, 3
ed

Os metanossulfonatos 2, 3 e 5 foram sintetizados utilizando metodologia
simples, que consiste em transformar a hidroxila alcod6lica em grupo abandonador,
através da reacao dos alcoois 1,2-tetradecanodiol 1 e 1-tetradecanol 4 com cloreto
de mesila em diclorometano e presenca de piridina, a 0° C, durante 24 horas
(Esquema 4.1). O uso do alcool tetradecilico como material de partida resultou no
composto 5, enquanto a utilizagdo do alcool 1,2- tetradecanodiol forneceu uma
mistura dos compostos 2 e 3. Para separar esses dois ultimos mesilatos utilizou- se
inicialmente recristalizacdo em hexano a quente para obter o composto 2 e, em
seguida, cromatografia em coluna de silica para isolar o restante da mistura
fornecendo, no total, 34% de 2 e 33% de 3 (Tabela 4.1).

CHa(CHy);{CH(OH)CH,OH—5%2CL_g CHy(CH,)1;CH(OH)CH,OMs
1 CH,Cl, Pi,0°C 2

+
CHs(CHy):1CH(OMs)CH,OMs
CH3SO,ClI g
CHS(CH2)12CH20H #} CH3(CH2)12CH20MS

4 CHchZ!Pi,OOC §

Esquema 4.1. Sintese dos metanossulfonatos de alquila2,3 e 5

Tabela 4.1. Valores de faixa de fusao e rendimentos dos mesilatos de alquila

Composto | Rendimento Faixa de
(%) Fuséo (°C)
2 34 77-79
3 33 51-53
5 99 43-45
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Esses compostos foram caracterizados pela analise dos espectros no 1V, de RMN

de 1H e de RMN de 13C. Como os espectros destes compostos sdo bastante
similares, discutiremos abaixo a caracterizacdo de apenas um deles, o
monomesilato de alquila 2.

No espectro no infravermelho do composto 2 (Figura 4.1), verificou-se a

presenca de uma banda de absorcdo na regido de 3500 cm—1, referente ao

estiramento da ligacdo —OH e outra banda intensa referente a deformacao axial de
C-H alifatico na regido de 2919 cm=1 e 2850 cm—1. Observou também uma banda

de absorcdo intensa em 1344 cm—1 correspondente a ligacdo R-OSO,R'.

Transmitancia %

. 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

nimero de onda(cm™)

Figura 4.1. Espectro no |V do composto 2 em KBr.

No espectro de RMN de TH do composto 2 (Figura 4.2) observam-se dois
dupletos duplos em & 4,25 ppm e em & 4,09 ppm correspondentes aos hidrogénios

do grupo CH,O; um multipleto em & 3,90 ppm referente ao hidrogénio do grupo CH-

OH; um simpleto em & 3,07 ppm correspondente aos hidrogénios do grupo mesila;
um simpleto em & 2,09 ppm atribuido ao hidrogénio hidroxilico; um multipleto na
regidao de 6 1,26 ppm a o 1,49 referente a hidrogénios metilénicos da cadeia

carbdnica e um tripleto em & 0,88 ppm correspondente ao CH, da cadeia carbonica .
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Figura 4.2. Espectro de RMN de TH do composto 2 (CDCls, 300 MHz)

No espectro de RMN de 13C do composto 2 (Figura 4.3), observa-se a
presenca de um sinal em & 14,3 ppm referente ao grupo CHs da cadeia carbénica e
um sinal em & 37,7 ppm correspondente ao CHs ligado diretamente ao enxofre, além
dos outros sinais entre 6 22,8 e & 32,9 referentes a carbonos metilénicos. Nos

deslocamentos 6 69,8 e 6 73,9 observamos 0s sinais referentes aos carbonos dos
grupos CHOH e CH,OMs.

50 70 60 50 a0 30 20 10
(ppm)

Figura 4.3. Espectro de RMN de 13C do composto 2 (CDCls, 75 MHz)
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4.2 Sintese das diaminas 6e 7

As diaminas N-alquiladas 6 e 7 foram obtidas a partir do mesilato 2, pelo
tratamento com as diaminas 1,2-etanodiamina ou 1,3-propanodiamina em etanol sob
refluxo (Esquema 4.2). Foi utilizado excesso de diamina, no intuito de minimizar a

formacao dos respectivos derivados N,N -dissubstituidos.

RCH(OH)CH,0Ms —2MCHINR: o, By OH)CH,NH(CH,), NH,
2 6: n=2

R= CH3(CH2)11 Z n=3

Esquema 4.2. Sintese das diaminas 6 e 7.

Tabela 4.2. Valores de faixa de fusao e rendimentos das diaminas 6 e 7

Composto | Rendimento Faixa de
(%) Fusao (°C)
6 47 78-80
7 64 82-84

Ambas diaminas foram caracterizadas pela analise de seus espectros no 1V,

de RMN de 1H e de 13C. Por apresentarem estruturas quimicas semelhantes,
discutiremos apenas a caracterizagao do composto 6.
No espectro no infravermelho do composto 6 (Figura 4.4), a presenca do

grupo amino e do grupo hidroxila é evidenciada pelas bandas intensas em 3340 cm~

1 e 3271 cm-1, respectivamente, inerentes aos modos de estiramento N-H e O-H.
Observa-se também uma banda referente a deformacdo axial da ligagdo C-H

alifatico em 2920 e 2850 cm-1 e um sinal de absorcdo referente a deformacéo
angular C-H alifatico na regido de 1465 cm-1. Observa-se a auséncia da banda em
1344 cm-1 correspondente a ligacdo R-OSO,R, evidenciando a reagdo de

substituicdo do grupo mesila pelo aminoalcool.
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Figura 4.4. Espectro no infravermelho do composto 6 em KBr

No espectro de RMN de 1H do composto 6 (Figura 4.5) observa-se sinais que
evidenciam a formacao do composto desejado, sdo eles: um tripleto em & 0,88 ppm
correspondente aos hidrogénios do grupo CHs; um multipleto em & 1,26 ppm e em &
1,41 ppm correspondente aos hidrogénios metilénicos alifaticos; trés multipletos em
02,85,02,80 e 62,68 ppm referentes a CH,, NH e OH, além de um multipleto em &
3,65 ppm correspondente ao CHOH. Observa-se, igualmente, a auséncia de
simpleto em 8 3,06 ppm referente ao CH3z do grupo mesila presente no material de
partida.

6

—7.2700
6.0359
3.6080
2.8216
2.8033

—2.6826

—1.4017
——1.293%

o

0.8728
0.8509
—-0.0065

Lo

—

Figura 4.5. Espectro de RMN de TH do composto 6 (CDCls, 300 MHz)
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No espectro de RMN de 13C do composto 6 (Figura 4.6), atribui-se os
seguintes sinais de ressonancia: um sinal em & 14,3 ppm que corresponde ao
carbono do grupo CHs; sinais entre 6 22,8 e & 35,3 ppm atribuidos a carbonos
metilénicos da cadeia carbdnica alifatica; um sinal em & 41,8 ppm referente ao

carbono CH2NH2; dois sinais em & 52,1 e 4 55,5 ppm referentes aos dois carbonos

CHoNH; além de um sinal em 6 69,8 ppm referente ao carbono CHOH.

ST [ [

Figura 4.6. Espectro de RMN de 13C do composto 6 (CDCls, 75 MHz)

4.3 Sintese do aminoalcool 10 e da diamina 11

O tratamento dos compostos 2 e 3 com azida de sédio em DMF a 120°C por
24 horas forneceu os compostos 8 e 9, respectivamente. Essas duas azidas foram
reduzidas por hidrogenacdo em etanol e presenga de paladio obtendo-se os
compostos finais 10 e 11 (Esquema 4.3). Os rendimentos e as faixas de fusdo estéo
sumariados na Tabela 4.3.
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H
CHs(CHa)1CH(OH)CHo(OH)—2H2C PLOC CHg(CHy);1CH(OH)CH,0Ms + CH3(CHy)1;CH(OMs)CH,OMs
] CH,Cl,, 0°C ta, Pi ) 3
NaNy/DMF NaN3/DMF
120°C 120°C

CH3(CHz)11CH(OH)CHzN3  CHg(CHy)11CH(N3)CH(N3)

8 9
H,; Pd/C H,; Pd/C
Etanol Etanol

CH3(CHy)11CH(OH)CHoNH, - CHg(CHz)11CH(NH2)CHo(NH)
10 1

Esquema 4.3. Sintese do amino alcool 10 e da diamina 11

Tabela 4.3. Valores de rendimento e faixa de fusdo dos compostos 8-11.

Composto | Rendimento | Faixa de Fusao
(%) (°C)
8 76 36-38
9 94 -
10 50 81-83
1 45 111-113

Os compostos 8 e 9 foram caracterizados pela analise de seus espectros de
IV, RMN de 1H e RMN de 13C. Por apresentarem estruturas semelhantes, sera

discutida a seguir apenas a caracterizagdo do composto 8.

Ao analisar o espectro no infravermelho do composto 8 (Figura 4.7) observou-
se em 2097 cm™1 uma banda intensa referente ao estiramento da ligagdo C-Ns,
evidenciando assim a formacdo da azida almejada, e uma banda em 3352 cm™1
atribuida ao estiramento da ligacdo O-H. A presenca da cadeia alifatica nesse
composto pode ser evidenciada pelas bandas intensas em 2916 e 2849 cm-1

referentes a deformacéao axial de C-H.
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Figura 4.7. Espectro no infravermelho do composto 8 em KBr.

Analisando o espectro de RMN de TH do composto 8 (Figura 4.8) observa-se
sinais de ressonancia que foram atribuidos aos seguintes hidrogénios: metilicos de
cadeia alifatica em o 0,85 ppm (tripleto); metilénicos de cadeia alquilica na regido de
01,22 a 6 1,43 ppm (multipleto); hidroxilico em & 2,33 ppm; metilénico ligado a grupo
azido, desdobrado em dois dupletos duplos centrados em o 3,19 e 6 3,35 ppm, e
CH-OH em & 3,72 ppm (multipleto). Comparando-se esse espectro com o do
mesilato de partida observa-se um deslocamento significativo dos sinais dos
hidrogénios H1a e H1b para regiao mais préxima do TMS, conforme esperado,

evidenciando a substituicdo do grupo mesila por grupamento azido.

3 IRELREEEN < %E sz 8
~ ORI OINTNO ~ ° S X S
S RESIRNIGF = N 2L S
~ Rl T B e T e T s B e e T ) o ~ S
I
/‘ 1 ‘/
]
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T ‘ .
H

Figura 4.8. Espectro de RMN de TH do composto 8 (CDCls, 300 MHz)
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Analisando o espectro de RMN de 13C do composto 8 (Figura 4.9) observa-
se um sinal em & 14,2 ppm, atribuido ao carbono do grupo metila; sinais
correspondentes a carbonos metilénicos da cadeia alquila na regido de 6 22,8 a &
34,7 ppm; um sinal em & 57,5 ppm inerente a carbono ligado ao grupamento azido e
um sinal em & 71,3 ppm proveniente do carbono ligado a hidroxila (CH-OH). Dessa
forma, observa-se o deslocamento do sinal do carbono mesilado (C1), anteriormente
em & 73,9 ppm para 6 57,5 ppm, evidenciando a introdu¢do do grupo azido nesse

carbono.

77.2300
=—76.7945
—71.2577

57.5401

32.0800

31.8467

Ry

77.6499
34739
<342730
——25.8078
253612
— 228261
142253
0.1033

+

I Ji

T T T T T T T T T T " T T T T "
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0
(opm)

Figura 4.9. Espectro de RMN de 13C do composto 8 (CDCls, 75 MHz).

Os compostos 10 e 11 também foram caracterizados pela analise de seus
espectros de IV, RMN de 1H e RMN de 13C. Por apresentarem estruturas
semelhantes, sera discutida a seguir somente a caracterizagdo do composto 10.

O espectro no infravermelho do composto 10 (Figura 4.10) ndo apresenta a

banda de absorcdo em 2097 cm-1 presente no material de partida e caracteristica

de estiramento da ligagdo C-Ns, sugerindo que ocorreu a redugao deste grupamento
a amino. Verifica-se também uma banda intensa e larga em 3326 cm-1 atribuida ao

estiramento das ligacdes N-H e OH e bandas intensas em 2916 e 2848 cm-1,

referentes a deformagéo axial de ligacao C-H.
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Figura 4.10. Espectro no infravermelho do composto 10 em KBr.

Analisando o espectro de RMN de 1H do composto 10 (Figura 4.11) pode-se
verificar: um tripleto em 6 0,86 ppm referente aos hidrogénios do grupo metila; um
multipleto centrado em & 1,24 ppm caracteristico de hidrogénios metilénicos de
cadeia alquila; dois dupletos duplos em & 2,50 e 6 2,82 ppm, correspondentes aos

hidrogénios metilénicos do grupo CHoNH> e um multipleto em & 3,50 ppm oriundo de
hidrogénio de CHOH, OH e NH..
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Figura 4.11. Espectro de RMN de TH do composto 10 (CDCls, 300 MHz ).
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Analisando o espectro de RMN de 13C do composto 10 (Figura 4.12),
observa-se a existéncia de um sinal em & 72,3 ppm referente ao carbono hidroxilado
e um sinal em § 50,7 ppm correspondente ao carbono aminado. Verifica-se ainda a
presenca dos sinais referentes aos carbonos da cadeia alquila que s&o: um sinal em
o 14,3 ppm (CHj3) e sinais na regiao de 6 22,8 a & 35,7 ppm oriundos dos outros

carbonos metilénicos.

==76.8112

77.6488
jﬂzx(m
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i
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Figura 4.12. Espectro de RMN de 13C do composto 10 (CDCls, 300 MHz).

4.4 Sintese dos aminoalcoois 12-15 a partir do monomesilato 2.

Foi realizada a sintese dos aminoalcoois de 12 a 15 pelo tratamento do
composto 2 com excesso de 2-amino-1-etanol, 3-amino-1-propanol, dietanolamina
ou 2-amino-2-metil-1-propanol em etanol sob refluxo por 24 horas. Esses compostos
foram purificados por recristalizagdo em hexano e obtidos em rendimentos

satisfatorios (Tabela 4.4).
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HN(CH,CHOH), _ CH4(CH,);{CH

—

OH)CHoN(CH,CH,OH),

I

CHg(CHy);1CH(OH)CH,OMs | _H2NC(CHa)2 CHOH _ GH,(CH,)41CH(OH)CHaNHC(CH3),CH,OH

2
- 13

HoN(CH,),OH

» CH3(CH,);1CH(OH)CH,NH(CH,),,OH

14: n=2

14
15: n=3

Esquema 4.4. Sintese dos compostos 12-15

Tabela 4.4. Valores de rendimento e faixas de fusdo dos compostos 12-15

Composto | Rendimento Faixa de
(%) Fusao (°C)
12 95 33-35
13 78 62-64
14 69 73-75
15 58 77-79

Suas faixas de fusdao foram determinadas e suas estruturas caracterizadas

por IV, RMN de TH e RMN de 13C. Os compostos 12 a 15 possuem estruturas bem
semelhantes, logo sera discutida a seguir apenas a caracterizacao do composto 15.
No espectro no infravermelho do composto 15 (Figura 4.13) pode-se verificar

a auséncia da banda na regido de 1346 cm-1 correspondente a ligagdo R-OSO.-R,
evidenciando a reacao de substituicao do grupo mesila pelo aminoalcool. Em 3435

cm-1 observa-se uma banda correspondente as ligagées O-H e N-H, além de

bandas caracteristicas de ligagdo C-H alifatico em 2922 e 2848 cm-1.
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Figura 4.13. Espectro no infravermelho do composto 15 em KBr.

Observando-se o espectro de RMN de TH do composto 15 (Figura 4.14),
percebe-se a presenga de sinais de ressonancia caracteristicos de hidrogénios dos
seguintes grupos: metila em & 0,88 ppm (tripleto); metilénicos entre 6 1,24 e § 1,40
ppm (multipleto); de CH» (quinteto) da por¢dao amino alcool (NHCH>,CH-CH>OH) em
6 1,71 ppm; CH(OH)CH2N sob a forma de dois dupletos duplos em 6 2,49 e & 2,67
ppm; NHCH>CH>,CH,OH em & 2,82 ppm (tripleto); NH e OH em & 3,29 ppm; CHOH
em o 3,63 ppm sob a forma de um multipleto e metilénico (CH-OH) em & 3,73 ppm
(tripleto). Observa-se, igualmente, a auséncia de simpleto em & 3,07 ppm referente

ao CHs do grupo mesila presente no material de partida.

RpEgeps v«“.«“.«wmmmmg R

o

s SN P

Figura 4.14. Espectro de RMN de TH do composto 15 (CDCls, 300 MHz)
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Analisando-se o espectro de RMN de 13C do composto 15 (Figura 4.15),
pode-se observar: um sinal em & 14,2 ppm que corresponde ao carbono do grupo
CHes; sinais entre 6 22,9 e 6 35,6 ppm atribuidos a carbonos metilénicos; dois sinais
em d 48,9 e d 55,8 ppm referentes aos dois carbonos CH2oN e sinais em & 63,0 ppm
e & 70,2 ppm referentes aos carbonos ligados a oxigénio (CH.OH e CHOH,

respectivamente).

g3s Q2R
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Figura 4.15. Espectro de RMN de 13C do composto 15 (CDCls, 75 MHz)

4.5 Sintese e caracterizacao dos aminoalcoois N-alquilados 16-19

Partindo-se do mesilato de tetradecila 5, foram obtidos os aminoalcoois N-
alquilados 16 a 19 através de reagdo de substituicdo do grupo mesila por quatro
aminoalcoois diferentes (dietanolamina, 2-amino-2-metil-1-propanol, 2-amino-1-
etanol e 3-amino-1-propanol) em etanol sob refluxo por 24 horas (Esquema 4.5). Foi
usado excesso dos aminoalcoois de partida no intuito de minimizar a formacao dos
respectivos derivados N,N-dissubstituidos. A Tabela 4.5 mostra os rendimentos para
obtencdo dos compostos 16-19 apds purificacdo, bem como seus valores de faixa
de fuséo.
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HN(CH,CH,0H), __ CHg(CHy)12CHoN(CH,CH,OH)s

16

CH3(CH,)1,CH,0OMs | H2NC(CHs)2 CH0H — GH.(CH,)1,CH,NHC(CH5)>,CH,OH

H,N(CH,),,OH

17

' CH3(CH2)120H2NH(CH2)nOH

18: n=2
19: n=3

Esquema 4.5. Sintese dos aminoélcoois 16-19.

Tabela 4.5. Valores de rendimento e faixa de fusao dos aminoalcoois 16-19.

Composto | Rendimento | Faixa de Fusao
(%) (°C)
16 94 -
17 85 60-62
18 91 53-55
19 77 54-56

Todos os aminoalcoois N-alquilados foram caracterizados pela analise de

seus espectros no IV, de RMN de 1H e de RMN de 13C. Como os espectros desses

aminoalcoois sdo bastante semelhantes discutiremos a seguir apenas 0s espectros

do composto 17. Nota-se no espectro no infravermelho desse composto (Figura

4.16), além de outras bandas, uma estreita em 3286 cm-1 referente ao estiramento

da ligacdo N-H, uma de baixa intensidade em 3084 que corresponde ao estiramento

da ligacdo O-H e uma banda intensa de deformacéao axial da ligacao C-H alifatico

em 2918 —2848 cm-1.
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Figura 4.16. Espectro no infravermelho do composto 17 em KBr.

No espectro de RMN de TH (Figura 4.17) observa-se um tripleto em 6 0,86
ppm que foi atribuido aos hidrogénios de CH3; da cadeia carbbnica; um simpleto em
o 1,04 ppm que corresponde aos hidrogénios dos dois grupos metila da porcao
aminoalcool; sinais entre & 1,24 e & 1,41 ppm referentes a varios hidrogénios
metilénicos da cadeia carbdnica; um tripleto em & 2,46 ppm referente aos
hidrogénios do grupamento CHoN e um simpleto em & 3,26 ppm correspondente aos
hidrogénios do grupo CHO.
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Figura 4.17. Espectro de RMN de TH do composto 17 (CDCls, 300 MHz)
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No espectro de RMN de 13C de 17 (Figura 4.18) observa-se um sinal
atribuido ao carbono metilico em & 14,2 ppm; sinais na regiao de 6 22,8 a 6 32,1 ppm
atribuidos aos carbonos metilénicos da cadeia alifatica e aos grupos metila da
porcdo aminoalcool; um sinal em & 41,9 ppm corresponde ao carbono de CHzN; um
sinal em & 53,6 ppm referente ao carbono nao hidrogenado e um sinal a 6 68,5 ppm

atribuido ao carbono do grupo CH:O.

14.2875

W

Figura 4.18. Espectro de RMN de 13C do composto 17 (CDCls, 75 MHz)

4.6 Avaliacao da atividade biolégica

Segundo a metodologia proposta, foram testados “in vitro” os compostos 6, 7,
e 10 a 19, nas seguintes concentracdes cada: 0,5 ug/ mL; 0,05 ug/ mL e 0,005 pg/
mL. Foi avaliada a proliferacao celular e a citotoxicidade pelo Método do MTT e a
produgéo de éxido nitrico (NO) pelo Método de Griess.

Além dos compostos preparados nesse trabalho foram também avaliados os
aminoalcoois e diamina 20 a 28 abaixo, sintetizados no Nucleo de Pesquisa em
Quimica-NUPEQ/UFJF por Taveira e colaboradores (TAVEIRA et al, 2007). Tais
aminoalcoois, além de apresentarem uma cadeia alifatica longa, alguns possuem

igualmente uma porgao carboidrato ligada ao grupo amino.



- Composto 20: CH3(CH2) gNHCH,CH>OH

- Composto 21: CH3(CH>) 1sNHCH,CH-OH
- Composto 22: CH3(CH2) 11NHCH2CH.OH
- Composto 23: CH3(CH2) yCH(OH)CHoNH>

- Composto 24: CH3(CHz) CH(NH2)CH2 NH>

HOHZCH20
—(CH5)gCHj5 HOH,CH>C
N-(CH2)11CH3

X A<

O
(@]
/,/ /’/O
26
HOHZCHZC\
N-(CH,)13CHs HOHZCHZC
O N (CH2)15CH3
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0 /’/
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4.6.1 Avaliacao da viabilidade celular pelo Método MTT e da
producao de o6xido nitrico (NO) pelo Método de Griess dos

aminoalcoois e diaminas.

Os compostos 6, 7, 10-28 foram testados sem estimulo e frente aos estimulos
IFN-y, IFN-y+ BCG e BCG, em trés diferentes concentragbes, para avaliagdo da

viabilidade celular e da producao de NO.

- Composto 6

Na Figura 4.19-A observa-se que a diamina 6 apresentou citotoxicidade nas 3
concentragOes utilizadas, sendo que este fato foi dose dependente, quando observa-
se as células na auséncia dos estimulos. Entretanto, apenas a concentragdo mais
alta (0,5 nug/ mL) apresentou diminuicéo da proliferacao celular quando os estimulos
foram utilizados. Com relacéo a producédo de NO (Figura 4.19-B), as concentracdes
0,5 ug/ mL e 0,05 ug/ mL apresentaram um potencial em diminuir a producado de NO

na presenca dos estimulos IFN-y e IFN-y+ BCG.

3 Controle
EA Composto 6/ 0,5 ug/mL
E3 Composto 6/ 0,05 ug/mL

= ()\')\'*)
| [ Composto 6/ 0,005 ug/mL

OD570 nm

3
]
2

Figura 4.19. Avaliacido da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) da
diamina 6 em diferentes concentra¢des.*p< 0,05

- Composto 7

A diamina 7 foi citotoxica em todas as concentracdes avaliadas na auséncia
de estimulos (Figura 4.20-A). Observa-se uma diminuicdo da proliferagdo celular em
todas as concentragdes frente ao estimulo IFN-y, e na concentragdo 0,5 pug/ mL

frente aos estimulos IFN-y+ BCG e BCG. A presenca da diamina 7 levou a
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diminuicdo da producdo de NO nas concentracdes 0,5 ug/ mL e 0,05 ug/ mL quando
estimulados com IFN-y e IFN-y+ BCG (Figura 4.20-B).

A B
bad ] = Controle
20 EE Composto 7/ 0,5 ug/mL
s : E3 Composto 7/ 0,05 ug/mL
i_ 151 D Composto 7/ 0,005 ug/mL
O 104

Figura 4.20. Avaliacido da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) da
diamina 7 em diferentes concentrag¢des. *p<0,05.

- Composto 10
Observa-se que o aminoalcool 10, além de ter sido citotéxico na concentracao

0,5 ug/ mL, induziu proliferacéo celular nas concentracées 0,05 ug/ mL e 0,005 ug/
mL, quando as culturas foram realizadas na auséncia de estimulo. Entretanto,
quando se utilizou apenas IFN-y observa-se uma diminui¢cdo da proliferagéo celular
na concentragcdo 0,5 ug/ mL e aumento da proliferacdo celular na concentragcao
0,005 ug/ mL, aumento observado também na concentracdo 0,05 ug/ mL frente ao
IFN-yv+ BCG (Figura 4.21-A). O aminoalcool 10, em todas as concentracdes
testadas, levou a diminuicdo na producao de NO frente ao estimulo IFN-y+ BCG, o
que ocorreu também frente ao estimulo IFN-y quando testadas as concentragcéao 0,5

ug/ mL e 0,05 ug/ mL (Figura 4.21-B).

A
0.20+
Z3 Controle

E& Composto 10/ 0,5 pg/mL
E3 Composto 10/ 0,05 ug/mL
[ Composto 10/ 0,005 ug/mL

0.154

0.104

OD570 nm

0.054

Figura 4.21. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da produgdo de NO (B) do
aminoalcool 10 em diferentes concentracgdes. *p<0,05.



55

- Composto 11

Pode-se observar que a diamina 11 nas diferentes concentragdes, frente aos
diferentes estimulos, ndo apresentou alteracdo na proliferagdo celular e nao foi
citotoxico na auséncia de estimulo (Figura 4.22-A). Ocorreu um aumento da
proliferacdo celular apenas na concentragdo 0,005 pg/ mL, quando utilizado o
estimulo IFN-y. Além disso, observou-se uma diminuicdo na producdo de NO nas
concentracdes 0,5 ug/ mL e 0,05 pug/ mL frente aos estimulos IFN-y e IFN-y+ BCG
(Figura 4.22-B).

EA Controle

EE Composto 11/ 0,5 pg/mL
E3 Composto 11/ 0,05 pg/mL
[ Composto 11/ 0,005 pg/mL

OD570 nm

'\\ X
& &

Figura 4.22. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) da
diamina 11 em diferentes concentracées. *p<0,05.

- Composto 12

O aminoalcool 12, além de nao ter sido citotéxico, levou ao aumento na
proliferacdo celular em todas as concentragdes quando testado sem estimulo, ou
frente ao estimulo BCG (Figura 4.23-A). Ocorreu também uma diminuicdo na
producdo de NO nas concentracdes 0,5 ug/ mL e 0,05 ug/ mL frente aos estimulos
IFN-vy e IFN-y+ BCG, diminuicao esta observada também em todas as concentracoes

frente apenas ao estimulo BCG (Figura 4.23-B).
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1.0

E&A Controle

EE Composto 12/ 0,5 pug/mL
E3 Composto 12/ 0,05 pg/mL
[ Composto 12/ 0,005 ug/mL

Figura 4.23. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do
aminoalcool 12 em diferentes concentracdes. *p< 0,05.

- Composto 13

O aminoalcool 13, além de nao ser citotdxico, levou ao aumento na
proliferacdo celular em todas as concentragdes quando testado sem estimulo, ou
frente ao estimulo BCG (Figura 4.24-A). Porém nao apresentou diminuicdo na

producédo de NO, em nenhuma das concentragdes testadas (Figuras 4.24- B).

Controle

A Composto 13/ 0,5 ug/mL
B3 Composto 13/ 0,05 ug/mL
[ Composto 13/ 0,005 ug/mL

Figura 4.24. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do

aminoalcool 13 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.

- Composto 14

O aminoalcool 14, além de nao ser citotoxico, levou a um aumento na
proliferacdo celular em todas as concentracées quando testado sem estimulo, ou
frente ao estimulo BCG (Figura 4.25-A). Houve diminuicdo na producédo de NO nas
concentracdes 0,5 ug/ mL e 0,005 ug/ mL quando utilizou- se apenas IFN-y como
estimulo e na concentracao 0,5 ug/ mL quando utilizou- se IFN-y+ BCG (Figura 4.25-
B).



57

Controle

B Composto 14/ 0,5 ug/mL
B Composto 14/ 0,05 ug/mL
[ Composto 14/ 0,005 ug/mL

Figura 4.25. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da produgdo de NO (B) do
aminoalcool 14 em diferentes concentracdes. *p< 0,05.

- Composto 15

O aminoalcool 15 levou ao aumento na proliferagdo celular em todas as
concentracbes quando testados sem estimulo, ou frente ao estimulo BCG (Figura
4.26-A). Porém nao apresentou alteracao significativa na producdo de NO em

nenhuma concentragéo testada, frente aos diferentes estimulos (Figura 4.26-B).

EA Controle

B Composto 15/ 0,5 ug/mL
E3 Composto 15/ 0,05 pg/mL
[ Composto 15/ 0,005 pg/mL

LTI *

Figura 4.26. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da produgdo de NO (B) do
aminoalcool 15 em diferentes concentracdes. *p< 0,05.

- Composto 16
O aminoalcool 16, além de nao ser citotoxico, ndo alterou a proliferacdo
celular em nenhuma das concentragdes testadas (Figura 4.27-A). Diminuiu a

producao de NO nas concentracdes de 0,5 ug/ mL e 0,05 ug/ mL frente ao estimulo
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IFN-y e em todas concentracbes testadas frente aos estimulo IFN-y+ BCG (Figura
4.27- B).

A B
0.8 251
E&A Controle

Ed Composto 16/ 0,5 pg/mL
B Composto 16/ 0,05 ug/mL

[ Composto 16/ 0,005 ug/mL

OD570 nm
o
%

G &

Figura 4.27. Avaliacao da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do

aminodlcool 16 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.

- Compostos 17

O aminoalcool 17 nao foi citotéxico e também nao alterou a proliferacao
celular em nenhuma das concentracdes testadas (Figura 4.28-A). Observou-se uma
diminuicdo na producdo de NO apenas na concentracdo 0,005 ug/ mL frente ao
BCG e um aumento na producdo do mesmo, nas concentragdes 0,05 ug/ mL e 0,005

ng/ mL do aminodlcool, frente ao estimulo IFN-y (Figura 4.28-B).

A B
0.20 404
EA Controle
0.154 H E= Composto 17/ 0,5 ug/mL
g H B3 Composto 17/ 0,05 ug/mL
S 0.10- g [ Composto 17/ 0,005 ug/mL
°© g
0.05+4 E
0.00- H
X
o ¢
of

Figura 4.28. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da produgdo de NO (B) do
aminoalcool 17 em diferentes concentracées. *p< 0,05.

- Composto 18
O aminoalcool 18, além de nao ser citotéxico, levou a um aumento da
proliferacdo celular na concentracao 0,05 ug/ mL na auséncia de estimulo, e nas

concentracdes 0,05 ug/ mL e 0,005 ug/ mL frente ao estimulo BCG (Figura 4.29-A).
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Apresentou aumento na producédo de NO, nas concentracdes 0,05 pug/ mL e 0,005
ug/ mL, frente ao estimulo IFN-y, e na concentracao 0,005 ug/ mL frente ao estimulo
IFN-y+ BCG. A diminuicdo da producdo de NO foi observada apenas na
concentracao 0,5 ug/ mL frente aos estimulos IFN-y+ BCG(Figura 4.29-B).

1.0- 40
- . = Controle

EA Composto 18/ 0,5 pg/mL
E Composto 18/ 0,05 pg/mL
[ Composto 18/ 0,005 pg/mL

*
*

OD570 nm

(RERRRRRRNRRNRRRNARRNARRRRRRRRRRRN

Figura 4.29. Avaliacido da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do

aminoalcool 18 em diferentes concentracées. *p< 0,05.

- Composto 19

O aminodlcool 19, além de nao ser citotdxico, levou a um aumento da
proliferacdo celular em todas as concentrac¢des testadas, na auséncia de estimulos
(Figura 4.30-A). Observa-se uma diminuicdo na producdo de NO em todas as
concentracbes testadas, frente aos estimulos IFN-y+ BCG. Essa diminuicao foi
também observada nas concentracdes 0,5 ug/ mL e 0,05 pug/ mL, frente ao estimulo
IFN-v (Figura 4.30-B).

E& Controle

EZE Composto 19/ 0,5 pg/mL
E3 Composto 19/ 0,05 pg/mL
[ Composto 19/ 0,005 pg/mL

OD570 nm

b E
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é'\\(“
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Figura 4.30. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdao de NO (B) do

aminoalcool 19 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.
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- Composto 20
O aminodlcool 20, além de ndo ser citotéxico, ndo alterou a proliferacao

celular (Figura 4.31-A) em nenhuma concentracao. Com relagdo a producao de NO,
observou-se uma diminui¢do quando se utilizou a concentragao 0,5 ug/mL frente aos

estimulos IFNy e em todas as concentracdes utilizadas frente aos estimulos

IFNy+BCG (Figura 4.31-B).

A
0.3 251
EA Controle

B3 Composto 20 0,5 pg/mL
B3 Composto 20/0,05 ug/mL
[ Composto 20/0,005 pg/mL

OD570 nm

Figura 4.31. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do
aminoalcool 20 em diferentes concentracées. *p< 0,05.

- Composto 21
O composto 21 ndo apresentou citotoxicidade e levou a um aumento na

proliferacdo celular nas menores concentragdées (0,05 ug/mL e 0,005 pug/mL), na
auséncia dos estimulos (figura 4.32-A). Entretanto observou-se uma diminuicdo da
producéo de NO nas concentracées 0,5 pug/ mL e 0,05 pug/ mL frente ao estimulo

IFNy+BCG e na concentragao 0,5 ug/ mL frente ao IFNy (Figura 4.32-B).
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5 Controle

EA Composto 21/0,5 pg/mL
E3 Composto 21/0,05 pug/mL
[ Composto 21/0,005 ug/mL

NO (ODs40 nm)

Figura 4.32. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do

aminoalcool 21 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.

- Composto 22

O aminodlcool 22 nao apresentou citotoxicidade nas concentracdes testadas.
Observou-se um aumento da proliferagao celular quando testado frente ao estimulo
IFNY na concentracao 0,05 ug/mL (Figura 4.33-A). Ja em relacao a producao de NO,
observou-se uma diminuicdo em todas as concentracdes utilizadas, frente a todos os

estimulos testados (Figura 4.33-B).

EE CONTROLE

8 Composto 22/ 0,5 pg/mL
E3 Composto 22/ 0,05 ug/mL
[ Composto 22/ 0,005 pg/mL

Figura 4.33. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do

aminodlcool 22 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.

- Composto 23
O aminoalcool 23, além de nao ser citotoxico, ndo alterou a proliferacdo

celular em nenhuma concentracao (Figura 4.34-A). O mesmo apresentou diminuicao
na producdao de NO em todas as concentragbes utilizadas, frente a todos os

estimulos testados (Figura 4.34-B).
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EA CONTROLE
E8 Composto 23/0,5 ug/mL
B Composto 23/0,05 ug/mL

0.2 [ Composto 23/0,005 pg/mL

MTT (ODs7¢ nm)

4
-
1

0.0-

Figura 4.34. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do

aminoalcool 23 em diferentes concentracdes. *p< 0,05.

- Composto 24

A diamina 24 levou a um aumento da proliferagao celular na concentragao
0,05 nug/ mL frente a todos os estimulos testados (Figura 4.35-A). Contudo, diminuiu
a producao de NO em todas as concentragdes avaliadas, frente a todos os
estimulos, exceto na concentragao 0,5 ug/mL frente ao estimulo BCG (Figura 4.35-
B).

%] - E3 CONTROLE
EE Composto 24/ 0,5ug/mL

E3 Composto 24/ 0,05ug/mL

[ Composto 24/ 0,005ug/mL

MTT (m570 nm)

X
\Qv\

Figura 4.35. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) da

diamina 24 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.

- Composto 25

O Composto 25 nao apresentou citotoxicidade na auséncia dos estimulos,
porém diminuiu a proliferacao celular em todas as concentracdes testadas quando
se utilizou o estimulo BCG (Figura 4.36-A). Ocorreu uma diminuicao da producao de

NO na concentracao 0,5 ug/mL frente a todos os estimulos, na concentragao 0,05
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ug/mL frente ao IFNy+BCG e BCG, e na concentracado 0,005 ug/mL frente ao IFNye
BCG (Figura 4.36-B).

EA Controle

B3 Composto 25/ 0,5 ug/mL
E3 Composto 25/ 0,05 pg/mL
[ Composto 25/ 0,005 pg/mL

0.5+

OD570 nm

Figura 4.36. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do

composto 25 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.

- Composto 26
Na Figura 4.37-A observa-se que além do composto 26 nao ser citotoxico e

nao alterar a proliferacao celular, 0 mesmo diminuiu a producao de NO apenas na

concentragao 0,5 pg/mL frente ao estimulo IFNy+BCG (Figura 4.37-B).

Controle

EZ3 Composto 26/ 0,5ug/mL
E3 Composto 26/ 0,05ug/mL
[ Composto 26/ 0,005ug/mL

NO (ODs40 nm)

Figura 4.37. Avaliacido da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do

composto 26 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.

- Composto 27
O composto 27, além de nao ser citotoxico, aumentou a proliferagao celular

frente aos estimulos IFNy e BCG nas concentracdes 0,05 ug/ mL e frente ao
estimulo IFNy + BCG na concentracao 0,5 ug/ mL (Figura 4.38-A). Entretanto, levou
a uma diminuicao da producao de NO nas concentracées 0,5 ug/ mL e 0,05 pg/ mL

frente a todos os estimulos testados (Figura 4.38-B).
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EA Controle

EE Composto 27/ 0,5 ug/mL
E3 Composto 27/ 0,05 pg/mL
D Composto 27/ 0,005 pg/mL

Qé\ )

N

Figura 4.38. Avaliacdo da viabilidade celular (A) e da produgdo de NO (B) do

composto 27 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.

- Composto 28
O composto 28, além de nao ser citotoxico, levou a aumento da proliferacao

celular na concentragdo 0,5 ug/ mL frente ao estimulo IFNy (Figura 4.39-A). O
mesmo apresentou diminuicdo na producado de NO nas concentracdes 0,5 ug/ mL e
0,05 ug/ mL frente a todos os estimulos e também na menor concentracéo testada

(0,005 pg/ mL) frente ao IFNy (Figura 4.39-B).

0.4 157
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Composto 28/ 0,5 ug/mL
B Composto 28/ 0,05 ug/mL
[ Composto 28/ 0,005 pg/mL
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Figura 4.39. Avaliacido da viabilidade celular (A) e da producdo de NO (B) do

composto 28 em diferentes concentragdes. *p< 0,05.

Na Tabela 4.6 € mostrada a porcentagem de inibicdo da proliferacdo celular
quando as culturas foram estimuladas apenas com IFNy e também a porcentagem
de citotoxicidade quando os compostos foram colocados nas culturas na auséncia

dos estimulos.
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Foi avaliada a inibicdo da proliferacdo celular frente aos aminoalcoois e
diaminas cultivados com células J774 A.1 estimulados com IFNy em relacdo as
células J774A.1 estimuladas com IFNy sem a presenca dos compostos. Com base
na Tabela 4.6, observa-se que a maioria dos compostos ndo apresentou inibicdo da
proliferacao celular, com excecédo dos compostos 6 e 10 na concentragédo 0,5 pg/
mL, e 7 nas trés concentracdes testadas. A citotoxicidade foi avaliada comparando a
cultura das células J774 A.1 em presenga dos aminoalcoois e diaminas e a cultura
de células J774A.1 na auséncia dos mesmos. Em relacdo a citotoxicidade, ela
mostrou-se elevada quando testados os compostos 6 e 7 em todas as
concentragdes, e para o composto 10 mostrou- se elevada apenas na concentragao
de 0,5 ng/ mL.

Tabela 4.6. Avaliac&o da inibicao da proliferagao celular e citotoxicidade de

aminoalcoois e diaminas.

Concentracdes
0,5 ug/mL 0,05 pug/mL 0,005 pg/mL
Inibicao da Inibicao da Inibicao da
Proliferacdo | Citotoxicidade | Proliferacao Citotoxicidade | Proliferacdo | Citotoxicidade
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
6 13" 29* 7 24~ 5 14*
7 14* 23" 29* 30* 22" 20"
10 14~ 16 7 nc 0 nc
11 0 nc 0 nc 0 nc
12 0 nc 0 nc 0 nc
13 0 nc 0 nc 0 nc
14 7 nc 0 nc 0 nc
15 8 nc 0 nc 2 nc
16 4 nc 0 nc 0 nc
17 6 nc 0 nc 0 3
18 8 nc 0 nc 2 6
19 7 nc 0 nc 0 nc

nc= nao citotoxico
*Aumento estatisticamente significante, p< 0,05 (ANOVA, pos teste Bonferroni)
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4.6.2 Reacao de Hipersensibilidade tardia (RHT) em camundongos

Levando-se em consideracdo o0s resultados de viabilidade celular,
citotoxicidade e producao de NO dos compostos sintetizados neste trabalho, os
compostos 12 e 19 foram avaliados quanto a Reacao de Hipersensibilidade Tardia
(RHT), utilizando-se o Modelo da Ovalbumina (OVA). Esses aminoalcoois foram
escolhidos porque néo apresentaram citotoxicidade, diminuiram a producao de éxido
nitrico e nao diminuiram a proliferacdo celular, além de induzirem a proliferacéo
celular na auséncia de estimulo.

Utilizamos neste experimento a azatioprina (AZA) como um farmaco de
referéncia, por sua conhecida atividade imunossupressora, conforme citado
anteriormente, e por ja existirem varios estudos de RHT envolvendo este composto
(HALLORAN, 2004; ROUDEBUSH E BRYANT, 1993).

Foram utilizados a média de 6 animais por grupo * desvio padrao, expressos
em unidades de RHT, definida como a diferenca de 0,1 mm na espessura das patas
direita e esquerda de cada animal (Tabela 4.7).

A RHT apresentou um pico de reacado em 48 horas apos o desafio, sendo que
houve uma diminuicao significativa da mesma quando foi feito o tratamento por
gavagem com a AZA (concentracdao 1 mg/kg/dia), com o composto 12 (concentracao

0,25 mg/Kg) e com o composto 19 (concentracdo 0, 5 mg/kg) (Figura 4.40).

Tabela 4.7. Resultados do experimento RHT utilizando modelo OA em camundongos

Grupos Imunizacao Tratamento Leitura
por savagem Medida em
Unidade de RHT/ 48 horas
| (n=6) Ovalbumina Sem tratamento 28,5
[l (n=6) Ovalbumina Azatioprina 9,2
1mg/kg/dia
Il (n=6) Ovalbumina Composto 12/ 8,0
0,25 mg/ kg/ dia
IV (n=6) Ovalbumina Composto 12/ 15,4
0,5 mg/ kg/ dia
V (n=6) Ovalbumina Composto 19/ 10,4
0,25 mg/ kg/ dia
VI (n=6) Ovalbumina Composto 19/ 4,5
0,5 mg/ kg/ dia
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Figura 4.40. Avaliagdo da RHT em patas de camundongos imunizados e tratados
com OA. *p<0,05

4.6.3 Outros testes bioldgicos realizados

a) Avaliacao antituberculose: Atualmente, farmacos promissores de diferentes
classes de compostos estdo em desenvolvimento, apresentando potencial atividade
contra Micobacterium tuberculosis (Taveira et al, 2007). Baseado na similaridade
estrutural dos aminoalcoois e diaminas 6, 7, 10, 12-19 com compostos de
reconhecida acao antituberculose, tais substancias também passaram por ensaios
de triagem para deteccéo da atividade antimicrobiana frente ao M. tuberculosis, nas
concentracdes de 3,12 ug/ mL a 100ug/ mL (Tabela 4.8), na Fundagdao Osvaldo
Cruz-Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas-IPEC/ Fiocruz em colaboracao
com a pesquisadora Maria Cristina S. Lourenco.

Os aminoalcoois 17 e 18 demonstraram maior sensibilidade na metodologia
utilizada (MABA), apresentando concentracao inibitéria minima (MIC) igual a 6,25

pug/mL.
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Tabela 4.8. Triagem para deteccéo da atividade antituberculose

Metodologia : MABA
Microorganismo utilizado: M.tuberculosis H37Rv ATCC n2 27294

Concentracao/
composto 6 7 10 12 13 | 14 15 16 17 18 19

100mg/mL | Sen|Sen | Res | Sen | Sen [Sen| Sen | Sen | Sen | Sen | Sen
50mg/mL | Sen|Sen| Res | Sen | Sen | Sen| Sen | Sen | Sen | Sen | Sen
25mg/mL | Sen|Sen| Res | Sen | Sen | Sen | Sen | Sen | Sen | Sen | Sen
125mg/mL | Res | Sen | Res | Res | Sen | Sen | Res | Sen | Sen | Sen | Sen
6,25mg/mL | Res | Res | Res | Rés | Res | Res | Res | Res | Sen | Sen | Res
3,72mg/mL |Res | Res | Res | Res | Res | Res | Res | Res | Res | Res | Res
Sen- Sensivel / Res- Resistente  /  NR- N&o Realizado
Controle interno: 7H9, cepa padrdo e Rifampicina — 1,0 ug/mL

Controle do crescimento: 7H9 e cepa padrao

b) Atividade antileishmania: Baseado na analogia entre diaminas lipofilicas
preparadas por Costa et al (2008), as quais apresentaram promissora atividade
antileishmanicida, com as substancias preparadas nesse trabalho, os compostos 12
a 19, foram submetidos a teste contra Leishmania amazonensis e Leishmania
chagasi, no Laboratorio de Parasitologia do ICB/UFJF, sob coordenacdo da
professora Dra Elaine Soares Coimbra.

Através da andlise dos resultados bioldgicos verificou-se que entre os
compostos testados, os aminoalcoois 12 e 16 apresentaram atividade contra
Leishmania amazonensis. Acredita-se que a presenca do grupo dietanolamina em
ambos compostos seja o0 responsavel pela atividade apresentada. Os aminodlcoois
15 e 16 apresentaram moderada atividade contra Leishmania chagasi em relagao a

anfotericina B, droga utilizada como referéncia.
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Tabela 4.9. Resultado dos testes contra L. amazonensis e L. chagasi

Composto Férmula estrutural L. amazonensis| L.chagasi
|Cso (UM) 1Cso (UM)
1 CH3(CH,) 11CH(OH)CH,N (CH,CH,OH), 8,07 (£0,11) [16,40 (+ 1,37)
13 CH»(CHy>) 11CH(OH)CH,NHC(CH3) ,CH,OH > 227 45,6 (+ 0,94)
q4  [CHs(CH2) 11CH(OH)GH.NH(CH,):0H > 227 > 227
5 CH,(CH,) 11CH(OH)CH,NH(CH,);0H > 227 7,7 (+0,03)
16 [CHs(CH2) 1sN(CH-CH:OH) ; 4,9 (+0,06) |9,22 (+0,93)
17 CH3(CHy>) 13NHC(CHj3) ,CH,OH > 227 > 227
18 CH3(CHy>) 13NH(CH,) ;.OH > 227 > 227
49 [CHs(GHz) 1sNH(CHz) SOH > 227 > 227
Anfotericina B 0,9 1,9
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5 DISCUSSAO

O sucesso no resultado dos transplantes e tratamento de doengas auto-
imunes levou a um aumento substancial na sobrevida dos pacientes a curto e longo
prazo. Uma série de fatores contribuiu para este resultado, dentre eles a descoberta
de potentes agentes antimicrobianos utilizados no tratamento das infecgdes, e o
aparecimento de novos e poderosos farmacos imunossupressores (ROCHA et al,
2003).

OLMO et al (2006) descreveram a sintese e a avaliagdo imunomossupressora
de diferentes aminoalcoois, os quais tém também apresentado diferentes
propriedades bioquimicas, farmacolégicas e antimicrobianas. Baseados no estudo
desses autores e na analogia dos compostos preparados neste trabalho com os
preparados por esses pesquisadores, os compostos 6, 7, 10-19, apds sintese e
caracterizacdo, foram testados “in vitro” para avaliacdo da inibicdo da proliferacéao
celular, citotoxicidade e producdao de NO, como investigagbes preliminares na
selecao de potenciais imunossupressores. Merecem destaque o aminoalcool 10 em
todas as concentragcbes testadas frente ao estimulo IFNy+BCG; a diamina 11 e o
aminoalcool 12 nas concentragdes 0,5 ug/ mL e 0,05 pug/ mL frente aos estimulos
IFNy e IFNy+BCG; o aminoalcool 14 nas concentracdes 0,5 ug/ mL frente aos
estimulos IFNy e IFNy+BCG e 0,005 pug/ mL frente ao IFNy ; os aminoélcoois 16 e 19
nas concentracées 0,5 ug/ mL e 0,05 ug/ mL frente ao IFNy e em todas as
concentracoes testadas frente ao IFNy+BCG. Estes compostos diminuiram a
produgdo de NO, sem inibir a proliferacdo celular e sem serem citotdxicos,
demonstrando sugestivos efeitos como imunossupressores e antiinflamatérios.
Acredita-se que a atividade destes compostos esteja relacionada ao tamanho da
cadeia alifatica, e a presenca de certos grupos funcionais, como: 0 grupo amino
primario nos compostos 10 e 11, o grupo dietanolamina nos aminoalcoois 12 e 16, o
grupo etanolamina e propanolamina nos aminoalcoois 14 e 19, respectivamente.

Baseado nos resultados “in vitro”, os aminodlcoois 12 e 19 foram
selecionados para avaliagdo da Reacado de Hipersensibilidade Tardia “in vivo”,
utilizando o modelo da ovalbumina (FAQUIM-MAURO & MACEDO et al, 1998;
MACEDO et al, 1998). Os mesmos nédo apresentaram citotoxicidade, estimularam a

proliferacdo celular quando cultivados apenas com meio sem estimulo, ndo inibiram
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a proliferacéo celular quando estimulados, e ainda diminuiram a producdo de NO
frente aos principais estimulos utilizados. A AZA foi utilizada como droga de
referéncia pela conhecida atividade imunossupressora, e por ja existirem outros
estudos de RHT a envolvendo (ROUDEBUSH & BRYANT, 1993).

A associagdo de uma ou mais farmacos imunossupressores, principalmente
em transplantes, possibilita a administracdo de doses mais baixas de um farmaco
individual e tem a finalidade de diminuir seus efeitos toxicos. Além do mais, esta
reducdo na dose da droga administrada ao paciente diminui a resisténcia de um
farmaco especifico, fazendo com que diminuam os casos de auséncia de resposta a
um tratamento com apenas um imunossupressor (TAMURA et al, 2000). Os
resultados deste trabalho mostraram que em 48 horas o aminoalcool 12 apresentou
atividade imunossupressora na concentracao 0,25 mg/kg/dia, diminuindo a RHT em
relagdo ao grupo controle e a AZA. Tal diminuicdo da RHT ndo foi observada
quando aumentamos a dose de 0,25 mg/kg/dia para 0,5 mg/kg/dia, demonstrando
um efeito muito almejado, onde a maior eficacia imunossupressora do composto
ocorreu na menor concentracdo testada (0,25 mg/kg/dia), o que provavelmente
diminui seus efeitos tdxicos e facilita 0 uso em associacdo com outros farmacos.
Nesta concentracdo o aminoalcool 12 ainda apresentou atividade imunossupressora
3,6 vezes maior que o grupo controle e 15% mais ativa que a AZA. Ja o aminoalcool
19 apresentou elevada atividade imunossupressora quando aumentamos a
concentragao testada de 0,25 mg/kg/dia para 0,5 mg/kg/dia, apresentando um efeito
dose-resposta, onde se destacou pela atividade imunossupressora 6,33 vezes maior
que o grupo controle e duas vezes maior que a azatioprina.

Avaliando também a similaridade dos compostos sintetizados neste trabalho
aos sintetizados por TAVEIRA (2007), percebemos que quando comparamos 0S
aminoalcoois 18, 20, 21 e 22, os quais diferem apenas no tamanho da cadeia
alifatica, observamos que o aminodlcool 22, que possui uma cadeia alifatica com 12
carbonos, apresentou maior probabilidade de atividade imunossupressora, pois
conduziu a uma diminuicdo da producdo de NO em todas as concentracdes e
estimulos utilizados, sem diminuir a proliferacao celular. J& o aminoalcool 23 e a
diamina 24, compostos com cadeias alifaticas com 12 carbonos, apresentaram
melhores resultados comparados aos compostos 10 e 11, que apresentam 14

carbonos adicionais ao grupo alquila.
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TRIPATHI et al (2002) sintetizaram aminoalcoois derivados da D-galactose
cuja diferenca principal entre os mesmos estava no tamanho da cadeia alifatica.
Estes compostos demonstraram possuir atividade antituberculose e antifungica.
Mediante tal informacao avaliamos “in vitro” a possivel atividade imunossupressora
dos compostos 25, 26, 27 e 28, grupo de aminoalcoois derivados da galactose em
ordem crescente de tamanho de cadeia alifatica. O composto 27, além de néo ter
diminuido a proliferacao celular, apresentou elevacao da mesma na concentracao
0,5 ug/ mL frente ao IFNy+BCG e na concentragdo 0,05 pug/ mL frente ao IFNy e
BCG. Levou também a uma diminuicao da producédo de NO nas concentracdes 0,5
ug/ mL e 0,05 pg/ mL com todos os estimulos testados. O composto 28, que
apresenta maior cadeia alifatica deste grupo, ndo alterou a proliferacao celular e
levou a diminuicao da producao de NO nas concentrag¢des 0,5 ug/ mL e 0,05 ug/ mL
frente aos estimulos IFNy+BCG e BCG, e em todas as concentracdes frente ao
estimulo IFNy. Sendo assim, observamos que a medida que o tamanho da cadeia
alifatica aumentou, elevou-se também sua potencial atividade imunossupressora.

Portanto, baseado nos resultados aqui apresentados, observou-se que 0
tamanho da cadeia alifatica e a relacao estrutura-atividade de varios aminoalcoois e
diaminas lipofilicos foram de fundamental importancia para efetiva atividade

imunossupressora.



73

6 CONCLUSAO

- Neste trabalho foram sintetizados 17 compostos: 03 mesilatos de alquila (2, 3 e 5),
3 diaminas (6, 7 e 11), 2 azidas (8 € 9) e 12 aminoalcoois (10, 12-19), obtidos com
rendimentos satisfatérios e caracterizados pelas andlises espectrais de
Infravermelho, RMN de 'H e '3C, além do Ponto de Fusao. Entre eles os compostos
9, 13 e 15 sdo inéditos.

- Os testes bioldgicos realizados “in vitro”, demonstraram que os compostos 10, 11,
12, 14, 16 e 19, sintetizados neste trabalho, ndo foram citotoxicos, além de
aumentarem a proliferacdo celular e diminuiram a produgdo de NO

concomitantemente, demonstrando sugestiva atividade imunossupressora.

- O teste biolégico realizado “in vivo”, demonstrou que os compostos 12 (0,25
mg/kg/dia) e 19 (0, 5 mg/kg/dia), além de apresentarem as caracteristicas acima
citadas no teste “in vitro”, apresentaram também diminuicAo da reacao de

hipersensibilidade tardia, confirmando sua atividade imunossupressora.

- Os aminoalcoois 17 e 18 apresentaram atividade antimicrobiana frente ao
Micobacterium tuberculosis na concentracdo inibitéria minima (MIC) igual a 6,25

ug/mil.

- Os aminoalcoois 12 (ICso 8,07uM) e 16 (ICso 4,9 uM) apresentaram atividade contra
Leishmania amazonensis. Os compostos 15 e 16 apresentaram atividade contra

Leishmania chagasi nos ICsy 7,7uM e 9,22 uM, respectivamente.
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7 ESPECTROS

7.1 Espectros no infravermelho
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Figura 7.1.1. Espectro no IV do composto 2: CH3(CHz)11CH(OH)CH,OSO,CH3
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Figura 7.1.2.Espectro no IV do composto 3: CH3(CHyz)11CH(OSO.CH3z)CH,OSO,CHjs
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Figura 7.1.3. Espectro no IV do composto 5: CH3(CH,)11CHOSO.CHj3
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Figura 7.1.4. Espectro no IV do composto 6: CH3(CH>)11CH(OH)CH>NH(CH>) 2NH»
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Figura 7.1.5. Espectro no IV do composto 7: CH3(CHz)11CH(OH)CH2NH(CH2)sNH»
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Figura 7.1.6. Espectro no IV do composto 8: CH3(CH>)11CH(OH)CH2N3
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Figura 7.1.8. Espectro no IV do composto 10: CH3(CHy)11CH(OH)CH2NH2
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Figura 7.1.9. Espectro no IV do composto 11: CH3(CHz)11CH(NH2)CH2NH»
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Figura 7.1.11.Espectro no IV do composto13:

CH3(CH2)11CH(OH)CH2NHC(CH3).CH-OH
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Figura 7.1.12.Espectro no IV do composto 14:
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Figura 7.1.13. Espectro no IV do composto 15: CH3(CHz)11CH(OH)CH2NH(CH)3sOH
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Figura 7.1.15. Espectro no IV do composto 17: CH3(CHz)11CH2NHC(CH3).CH-OH
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Figura 7.1.16. Espectro no IV do composto 18: CH3(CHz)11CH2NH(CH,).OH
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Figura 7.1.17. Espectro no IV do composto 19: CH3(CH>)11CH2NH(CH2)3s0OH



"(ZHINSZ €1DaD) Z 01s0dwod op O, 8p NINY 9p 010ads3 "g-g"Z einbid

(wdd)

001
L

0¢

77.6499
} 77.2300
=—76.8101
——73.9326

——69.8421

—37.6928

32,9490
— 320935

29.8383
29.8072
29.7204
\ 29.6672

29.5272
\-25.4833
22.8547

—14.2847

“(ZHINOOE ‘€1DdD) g o1sodwiod op H, 8p NINY &p 0J109ds3 "|°g". einbi4

(wdd)

£

4

I

0

1 Integral

é 0

] _ & —7.2634
] (@)

] T

] L

] (@)

1 =

E @)

1 L

] o) 4.2679
] T 4.2591
] S 4.2328
E O 42240
] 192 4.1208
1 o 4.0974
] @) 4.0865
. T 4.0623
11,0000 = T @ 3.9168
10.9733 % - iag(m
109526 —— B 3.8941
13.0735 —— —3.0631
113377 iR —2.0909
E% —_— — 1.4881
122,182 —1.25
B — —~—1.1077
13.0800 = 5 0.8978
] 0.8773
] 0.8546
] . ~--0.0041

D¢, @ H, @P NINY ap soanoads3 gL

€8



"(ZHINGZ €1DaD) € o1sodwiod op O, 8P NINY 8p o4108ds3 g L eanbi4

(wdd)

79.4386
f 77.6344
772145
=—76.7945

69.9665
< 96565

3sosss
37.9883
<L 377706

32.1091
31.7825
——31.4092

29.8227
29.7761
29.6672
29.5272
29.3561
25.4833
25.0167
22.8703
22.8081

= 14.5025
\ 143003
——11.6095

—0.1776

(ZHINOOE ‘€1D@D) € 01s0dwod op H, 9p NINY op 010ads3 'g7g2 enbig

(wdd)

Imegr&l

EHOOSO?HO(EHO?0S OJHOH(?HD)EHO

—7.2683

4.8828
4.4256
4.4169
4.3876
4.3781
4.2984
4.2771
4.2596
=—4.2384

T3.0870
3.0819

—0.0000

¥8



85

1L01°7T
%2.\%
resrr—=
L0

RMQW\W

08981

0156']
€26

16661~
ES.NH
€177 —

88STE —
091€€~"

9ISt —
SELYE
rS6r't

CH3(CHz2) 11CH20S02CHs

pSLII
—_Jes ]
- T

LL9TI |

0.5

oo T

29860

— 750U

L paSony |

_Trr0 T
= I1Tr9'I L

i voas
0200°1 L

7.0

1.0

2.5 2.0 15

3.0

35

(ppm)

Figura 7.2.5. Espectro de RMN de "H do composto 5 (CDCls, 300MHz).

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

66LTF] —

6L88°CC —

£8L8°6T—
£e61°6C

16LT°6C
NVN%,@N%I

§C88°6C
£E89°6C
SI8L°6C
09086
8Cr86C
£e80°ce
CLLYLE

991+ 0L —

Il

T
30

T T T
20 15 10

T
25

T
35

T T T T T
60 55 50 45 40

T
65

(ppm)

Figura 7.2.6. Espectro de RMN de "*C do composto 5 (CDCls, 75MHz).



o
> D S O Mo Y N PO 0

g 2 2 §ggg Sk 83 g
S < 2 R 3 28 3
) 7 Ty YT

o

CH3(CHz2)11CH(NH2)CH2NH>

7 Integral

4

k_
~N
“

(ppm)

Figura 7.2.7. Espectro de RMN de "H do composto 6 (CDCls, 300MHz).

77.6633
77.2300
—76.8112
69.8641
554935
——52.1283
41.8305
——35.3457
—32.1105
14.3169

——22.8815

4
Y 29.9585

JJL_,J Jk 0 H J [

T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 Is 10 5 0
(ppm)

Figura 7.2.8. Espectro de RMN de "*C do composto 6 (CDCls, 75 MHz).



7.2705
0.0007

—1.9136

CH3(CHz2)11CH(OH) CH2NH(CH2) 2NH2

Figura 7.2.9. Espectro de RMN de 'H do composto 7 (CDCls, 300MHz).

s 83 25 2 z g
S £ e z 2 g
N bl bl = b e
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0
(ppm)

Figura 7.2.10. Espectro de RMN de "*C do composto 7 (CDCls, 75 MHz).

87



(ZHIN G2 *€1DQaD) 8 oIsodwod op O, 8p NINY dp 04109dsT "gL"g'L einbig

(wdd)

06

<8

08

Y4

0L

09

59

0§

N4

or

s€

U3

Iy4

0c

Y4

0l

77.6499
772300
—76.7945

—71.2577

——57.5401

_/34.7396
=—34.2730

= 32.0800
37467

= 25.8278
\-253612
—22.8261

T 14.2253

—0.1033

"(ZHINOOE ‘€1DaD) 8 Olsodwiod op H, 8p NINY 8p 04109ds3 "L L"g"L einbig

(wdd)

Integral

ENCHO (HO)HO(2HO)eHO

—7.2794

3.7491
3.3877
3.3767
3.3467
3.3350
3.2736
3.2494
3.2326
=—3.2077

—2.3716

—1.4660

— 12664
=-0.9005
ﬁk(). 8808

0.8573

—-0.0000

88



(udd)

“(ZHIN G2 *€1DaD) 6 0isodwiod op O, dp NINY 8p 04109ds3 “p1L°g"L einbid

- 1 tntegral
—
«Q =] @)
g =
pnd —_
o 1 )
- T
~ & 2
77.6488 N =
77.4322 . B
77.2300 -l 9
=—76.7967 w 2] —
) Z
71.1062 m E &
—71.106:
n —_— @) —7.2700
© S I
D N
Q ] &
—
=
(@) 1
—57.4144 s
o 1
(0] -
mo RS
z H ——4.6600
] 3.7668
Z 3.4991
. 34165
=] = 3.3748
o S _ 33638
D 1.0000 = 3.2884
— 32636
——34.5802 . 10.9904 — 3.2475
0.9390 /7 =-32226
— 321394 I =]
29.8574
29.7708 o ]
29.7274 [e) s
29.5686 .33
25.6545 (@] 24
22.8960 (@] (32853 e
3 50701 = a7
20.823 —1.2680
— 14.3024 © I —11sl
S133 _
(@] 3.3590 08899
n o 0.8672
— B
o - 02037
7 ——0.0084
Ic© ——-0.1898
—0.2062 g O‘ 7
&
W
o
o
N
N—

68



"(ZHIN G2 *©10aD) 0F oisodwod op O, 8P NINY dp 0J10ads3 "9L"g’L eanbid4

(wdd)

06

08

0L

09

0s

or

0¢

(4

or

77.6488
} 77.2300
=—76.8112

T 72.3340

—50.6557

T 47.4928

/356787
—35.0288

320825
29.8728
29.8151
29.7717
29.5118
27.9086
26.0889
25.8289

254823
22.8393

— 14.2604

"(ZHINOOE ‘€1DdD) OF 0}sodwod op H, 8P NINY 8p 04109ds3 "GLg". eanbig

(wdd)

0L

09

0s

or

3

0c

(s

00

Integrul

o —7.2700
T
=2,
(@)
T
IS
(@]
=
(@]
=
(@]
T
N
prd
T
N
St12
2.7579
T 2.5582
— £-2.5297
2 3044
—2.1618
= —1.3973
— 1.23/8
— — —0.8618
08384
—-.0.0189

06



"(ZHIN S ©10a0) TE 0isodwod op Oy, 9p NINY 9p 04109ds3 'gL'g"L eanbi

(wdd)

77.6499
72500
—76.8101

——53.6519

484727

35.9527
L 355085

—32.0956
=29.9648
29.8249
29.6227
\ 29.5294
27.4764
26.3721

25.7345
22.8572

—14.2720

——0.1655

"(ZHINOOE “€10@D) TF 01sodwod op H, ap NINY 9p 01109dsT *21°g"L eanbiy

(wdd)

[ 0c o€ ot 0¢ 09 0L

00

Integ

— —

2HNZHO (°HN)HO'(?HO)®HO

—7.3029

3.2182
f2. 7953
2.7544
2.7061
2.5218
2.4969
2.4815
=—2.4574

—2.1904

—1.8583

— 1.4040

1.2775

—0.0193

16



“(ZHIN SZ *€1DQaD) 21 0Isodwod op O, 8P NINY 9p 0J109dsT "0g"gL einbig

(widd)

Y

77.6488
j 77.2300
=—76.7967

— 683193

—62.1381

—59.4086
——57.5167

——34.7562

—31.9111
=29.8604
29.7015
29.6582

29.3549
}H 7589
25.5422

22.6538

— 14.0897

"(ZHINOOE ‘€1DaD) 2k 01sodwiod op H, 8p NINY p 04109dsT "6L"g"L einbid

(wdd)

ol 0c o€ [ 4 0 09 0L

00

Integral

S

7/

/ S

C(HO*HO*HOINHO(HO)HD " ((HD)*HD

—7.2690

—5.3005

4.1206
f 3.7709
3.7388
3.7073

3.5829
—3.5434

2.8551
f 2.8214
25 7503

24923
=—2.4403
}2.41 11

2.3672

—1.4169

5-0.9012
0.8807
0.8581

—0.0007

~ 11104

4



(ZHIN GZ *€1DQaD) €1 o1sodwod op O, 8P NINY p 0J4108ds3 "gg gL einbig

001

06

08

0L

09

or

23

0z

01

P

77.6633
}77 2300
=—76.8112

713084
<L 7roams

——68.8676

——54.0059

——47.8821

——35.5479
—32.1249
29.9441
29.8719
29.8285
\29 5541
25.9145
_\:24.(7‘147
24.0080
22.8815

—14.2880

—0.1773

"(ZHINOOE ‘€1DaD) EF 01sodwiod op H, 8p NINY ©p 04109dsT "|g"g"L einbidg

(wdd)

o1 0T o€ (4 o< 09 0L

00

Integn&‘i

e £ R

|

HOHD® CHD)DHNHO(HO)HD ' (CHD)HD

—7.2727

3.5888
f 3.4023
3.3664
3.3423

=-3.3064
29312
2.6386
}246013
24125

=-2.3818
2.3438

— 14257
—1.2523

1.0600
s

1.0541
}08749
0.8515

--0.0059

€6



"(ZHN G2 €10aD) TF 01sodwod op O, 9p NIWY 9p 01109ds3 pgg"L eanbid

(wdd)

orr
L

[

06

08

77.6633
f 77.2300
==76.8112
_/70.7889

—70.2690
—68.2182

61.6904
<L 15583

——55.5526

T 51.5089

=—35.5072
350595
—32.1277

20,9615
29.8892
20.8315

295571

259177
‘\‘22.8849

—14.2919

I J Integrb

«Q 1 — —7.2690
E N A
) = . T
N ] 3
N ] &

N o] =
b e Q
m ] E
%) ] g
© 1 =
) o] %
Q s e
= ] Z
(@] 1 E
o ] @)
D o e 3.6897
pa < 3.6736
By s ‘5 j 3.2011
= § ] T 2.8280
] 2.7863
= b 2.7688
o 1 2.7110
(0] N 2.6781
- b 2.6700
I b 2.5508
3] £-2.5201
8— b 24798
o b
) 1
3 ]

o p —1.4191
(@] 1 12553
@ ] —1.1082
o E =—0.8983

= e
@) o] — = 0.0673
8 =4 r -0.0022

&

w
o
o
<
I
N
.\/

¥6



(ZHIN 52 *€10aD) G 01s0dwioo op O, 9P NINY ap 0.109ds] "9g"2"Z einbig

(wdd)

9 0L SL 08 < 06 S

09

< or S 0z IY4 0€ S or st 0§
A A SR

0

77.6655
} 77.2300
=—76.8101

70.4798
70.2153
=69.9509

——63.0140
—55.8283

——48.8758

5.8419
5.6086
35.3287

=5 32.0780
31.8602
31.7358
31.5025
31.2536
29.9005
29.8383

—14.2380

(ZHINOOE ‘€1DAD) GF 01s0dwoo 0p H, 8P NIWY 8p 0.108ds3 '6Z'g"Z einbid

x4
.

<

0.6461

125606

Integral =

1.7775

/// ///

1.6440

[/

18.830

HOf CHD)HNHD(HO)HD (CHD)HD

3.0000

—7.2725

—6.0114

—4.8329

3.7546
3.7371
=—3.7180
—3.6361

3.2996
Wy
2.8029
27824

2.6764
2.6669
2.6361
2.6266

24935
=—24635
Y 214540

24240

517115
1.6932
1.6734

—1.3991

— 12404
=082
:ko 8600

08373

—0.0678
T—-0.0200

G6



3.6313
3.6144
3.5961
3.5749

6715
6540
6364
5523
5281
5018

— 14623

12614
0.8807
0.8573
0.0000

}
I
T

CH3(CH2) 120H2N(CH20H20H) 2

7 Integral

L . A T e s s s s
3.5 3.0 2.5 2.0 1.

(ppm)

Figura 7.2.27. Espectro de RMN de '"H do composto 16 (CDCls, 300MHz).

|
1

I

Figura 7.2.28. Espectro de RMN de "*C do composto 16 (CDCls, 75 MHz).

" " " e e ; s e " e : e
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40
(ppm)



&

I} Lol < X S XX S

el (NSNS o ~ N N SO <
=il I e

CH;(CH,),,CH,NHC(CH3) ,CH,OH

| Integrql

e B e L R B s s s B s
2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0

w
n
v
=]
EN
W
o]
=]
w
W
w
=]

(ppm)

Figura 7.2.29. Espectro de RMN de "H do composto 17 (CDCls, 300MHz).

g8z 2 g g g &

KR a 2 ) N S

INNS & s 3 e} X
T T ‘m T T T T T ] T T T T T U T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0

(ppm)

Figura 7.2.30. Espectro de RMN de "*C do composto 17 (CDCls, 75 MHz).

97



238 SRRERILT 3 =3 g
{3 Q N % 28 S
o o e NN AN ~ S S
) NP | B /

CH3(CH,)12CH>NH(CH,);0OH

Figura 7.2.31. Espectro de RMN de 'H do composto 18 (CDCls, 300MHz).

23R s 53
ININES g =9
= [Nl
\
|
| \
|
\
|
I ’ {
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

(ppm)

Figura 7.2.32. Espectro de RMN de "*C do composto 18 (CDCls, 75 MHz).

98



“(ZHIN G2 ‘€1DAD) 61 0Isodwod op O, 8p NINY op 04109dsT "pg gL einbig

(wdd)

oz
L

00z
I

081
I

091
L

orl
L

ozl
I

77.6499
77.2145
=—76.7945

——64.4767

Lﬁ('.li?i

50.0591

32.0956
30.9136
30.1359
29.8249
29.7938
29.7626
29.7160
29.5294
27.4608
22.8572

14.2564

Integral

0L

09

0¢

(wdd)

HO®(CHD)HNZHO? (CHD)EHD

—7.2685

—6.0244

3.7996
J:j’. 7820
=—3.7644

3.1380
f 2.8664

2.8481

2.8284

2.5979

2.5744
=2.5510

= 1.6874
1.6691
-1.6508

-1.6325
1.4408

= 0.8582
X0.8356

—-0.0222

"(ZHINOOE ‘€1DaD) 6F Olsodwiod op H, 8p NINY 9p 04109ds3 "gg'g’L einbig

66



100

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; POBER, J. S. Imunologia celular e molecular. 3.
ed. Rio de Janeiro: Revinter, 2000. 486p.

ADACHI, K. et al. Design, synthesis, and structure- activity relationships of 2-
substituted- 2- amino- 1,3-propanediols: discovery of a novel immunosuppressant,
FTY720. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 5, n.8, p. 853-856.1995.

AHMED, R. A.; BLOSE, D. A. Delayed hypersensitivity skin testing: review. Archives
of Dermatology, v.119, p.934-937. 1983.

ALLISON, A. C.; EUGNI, E. M., SOLLINGER, H. W. Mycophenolate mofetil:
Mechanisms of action and effects in transplantation. Transplantation Reviews, v. 7,
p.129-132. 1993.

ANDONEGUI, G. et al. Edothelium- derived Toll- like receptor-4 is the key molecule
in LPS- induced neutrophil sequestrion into lungs. Journal of Clinical Investigation,
v.111,n.7,p. 1011- 1020. 2003.

BARTON, G. M. A calculated response: control of inflammation by the innate immune
system. The Journal of Clinical Investigation, v. 118, p. 413-420. 2008.

BECKMAN, J. S.; KOPPENOL, W. H. Nitric oxide, superoxide, and peroxinitrite: the
good, the bad, and the ugly. American Journal Physiology, v. 271, p. 1424-1437.
1996.

BRINKMANN, V. FTY720: Mechanism of action and potential benefit in organ
transplantation. Yonsei Medical journal, v. 45, n. 6, p. 991-997. 2004.

BRUNN, G. J. et al. Phosphorylation of the translational repressor PHAS-1 by the
mammalian target of rapamycin. Science, v. 277, p. 99-101. 1997.

CHIBA et al. FTY720, a novel immunosuppressant, induce sequestration of
circulating mature lymphocytes by acceleration of lymphocyte homing in rats.
FTY720 selectively decreases the number of circulating mature lymphocytes by
acceleration of lymphocyte homing. Journal Immunology, v.160, p. 5037-5044.
1998.

COLEMAN, J. W. Nitric oxide in immunity and inflamation. International
Immunopharmacology, v. 1, n.8, p. 1397- 1406. 2001.

COLONNA, M.; PULENDRAN, B; IWASAKI, A. Dendritic cells at the host- pathogen
interface. Nature Immunology, v.7, n.2, p. 117-120. 2006.

CONFAVREUX, C. et al. Overview of azathioprine treatment in multiple sclerosis.
Lancet, v. 338, p. 1051-1055. 1991.



101

COSTA, C. F. et al. Preparation and antileishmanial activity of lipophilic N-alkyl
diamines. Biomedicine & Pharmacotherapy, in press. déi:
10.1016/].biopha.2007.12.013. 2008.

CURVELLO NETO, A. L. et al. Atualizacdo em insuficiéncia renal aguda:
Nefrotoxicidade aguda de drogas imunossupressoras. Jornal Brasileiro de
Nefrologia, V. 22, n. 2, p. 114-120. 2000.

DANNENBERG, A. M. Delayed-type hypersensitivity and cell mediated immunity in
pathogenesis of tuberculosis. Inmunology Today, v.12; p.228. 1991.

DIEBOLD, S. S. Determination of T- cell fate by dendritic cells. Immunology and
cell biology, v. 86, n. 5, p. 389-397. 2008.

DUSSE, L. M. S.; VIEIRA, L. M.; CARVALHO, M. G. Revisao sobre 6xido nitrico.
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, v. 39, n. 4, p. 343-350.
2003.

FAQUIM-MAURQO, E. L.; MACEDO, M. S. The immunosuppressive activity of Ascaris
suum is due to high molecular weight components. Clinical & Experimental
Immunology, v. 114, n. 2, p. 245-251. 1998.

FERREIRA, A. P.; TEIXEIRA, H. C.Tépicos de Imunologia basica. Juiz de Fora:
Proprio autor, 74 p.2005.

FUJITA, T. et al. Simple compounds, 2- alkyl- 2- amino- 1,3- propanediols have
potent immunosuppressive activity. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.
5,n.8, p. 847-852. 1995.

FUJITA, T. et al. 2- substituted 2- aminoethanol: minimum essential structure for
immunosuppressive activity of ISP-1 (Myriocin). Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, v. 5, n.16, p. 1857-1860. 1995.

GALLO, A. P. Tacrolimus assocado ao FTY720: avaliacao sangiiinea e renal.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) - Faculdade de Medicina de Séo
José do Rio Preto, Sdo Paulo, 2006.

GILMAN, A. G. et al. As bases farmacoldgicas da terapéutica. 8. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 1991. 1232 p.

GORDON, S. The role of the macrophage in immune regulation. Research in
Immunology, v. 149, p. 685-688. 1998.

GREEN, L. C., WAGNER, D. A., GLOGWSKI, J., SKIPPER, P. L., WISHNOK, J. S.,
TANNENBAUM, S. R. Analysis of nitrate, nitrite, and ['°N]nitrate in biological fluids.
Analytical biochemistry, v. 126, p.131-138. 1982.

GUIMARAES, V. C. et al. Inmunossupression of Thyroiditis. Endocrinology, v. 137,
p. 2199-2207. 1996.



102

GUZIK, T. J.; KORBUT, R.; ADAMEK-GUZIK, T. Nitric oxide and superoxide in
inflammation and immune regulation. Journal of Physiology and pharmacology, v.
54, n.4, p. 469-487. 2003.

HALLORRAN, P. F. Immunosuppressive drugs for kidney transplantation. The New
England Journal of Medicine, v. 351, p. 2715-2729. 2004.

HIROSE, R. et al. 2- aminoalcohol immunosuppressants: structure-activity
relationships. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.6, n. 22, p. 2647- 2650.
1996.

JAMES, S. L. Role of nitric oxide in parasitic infections. Microbiology Reviews, v.
59, n. 4, p. 533- 547. 1995.

JANEWAY, C. A. J.; MEDZHITQOV, R. Innate immune recognition. Annual Review of
Immnology, v. 20, p. 197-216. 2002.

JAWETZ, E. et al. Microbiologia médica. 18. ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 1991. 519p.

LABADIE, G. R.; CHOI, S. R.; AVERY, M. A. Diamine derivatives with antiparasitic
activities. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.14, n. 3, p.615-619. 2004.

LAU, C. M. et al. RNA - associated autoantigens activate B cells by combined B cell
antigen receptor/ Toll-like receptor 7 engagement. Journal of Experimental
Medicine, v. 202, n. 9, p. 1171- 1177. 2005.

LEFOND, C. A. et al. Innate immunity for biodefense: A strategy whose time has
come. Journal allergy clinical immunology. v. 116, n.6, p. 1334-1342. 2005.

LUTZ, M. B.; SCHULER, G. Immature, semi- mature and fully mature dendritic cells:
which signals induce tolerance or immunity? Trends Immunology, v.23, p. 445-449.
2002.

MACHADO, P. R. L. et al. Mecanismo de resposta imune as infeccoes. Anais
Brasileiros de Dermatologia, v.9, n.6, p.647-664, 2004.

MACEDO, M. S. et al. Immunomodulation induced by Ascaris suum extract in mice:
effect of anti-interleukin-4 and anti-interleukin-10 antibodies. Scandinavian Journal
of Immunology, v. 47, n.1, p. 10-18. 1998.

MARLETTA, M. A. Nitric oxide synthase: aspects concerning structure and catalysis.
Cell, v. 78, p. 927-930. 1994.

MARTINEZ, S.; MARR, J. J. Allopurinol in the treatment of American cutaneous
leishmaniasis. New England Journal of Medicine, v.326, p.741-744. 1992.

MC ALISTER, V. C. et al. Sirolimus-tacrolimus combination immunosuppression.
Lancet, v. 355, n. 9201, p. 376-377. 2000.



103

MEDZHITOV, R. Recognition of microorganisms and activation of the immune
response. Nature, v. 449, p. 819- 826. 2007.

MORRIS, R. E. Mechanisms of action of new immunosuppressive drugs. Kidney
International Supplement, v. 49, p. 26-38. 1996.

MORRIS, S. M.; BILLIAR, T. R. New insights into regulation of inducible nitric oxide
synthesis. American Journal of Physiology, v. 266, p. 829- 839. 1994.

MOSSMAN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, v.65,
p.55-63. 1983.

MOSSMANN, T. R. et al. Two types of murine helper T cell clone. The journal of
Immunology, v.136, n.7, p. 2348-2357. 1986.

OLMO, E. D. et al. Leishmanicidal activity of some aliphatic diamines and amino-
Alcohols. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.12, p.659-662, 2002.

OLMO, E. D. et al. Synthesis and evaluation of some lipidic aminoalcohols and
diamines as immunomodulators. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.8, p.
113- 118. 2006.

PAULA, C. D. R. et al. Estudo comparativo de eficacia de isotionato de pentamidina
administradas em trés doses durante uma semana e de N-metil-glucamina
20mg/SbV/kg/dia durante vinte dias para o tratamento da forma cuténea da
leishmaniose tegumentar americana. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 36, n. 3, p.365-371, maio/jun.2003.

PETER, D. et al. Tacrolimus. Drugs. V. 46, p. 746-794. 1993.

RANG, H. P.; DALE, M. M.; RITTER, J. M. Farmacologia. 4. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2001. 703p.

ROBERTSON, C. M.; COOPERSMITH, C. M. The systemic inflammatory response
syndrome. Microbes and Infection, v.8, p. 1382-1389. 2006.

ROBBINS, R. A.; GRISHAM, M. B. Nitric Oxide. International Journal of
Biochemistry and Cell Biology, v. 29, n. 6, p. 857-860. 1997.

ROCHA, P. N. et al. Effector mechanisms im transplant rejection. Immunological
reviews, v. 196, p. 51-64. 2003.

ROITT, I.; BROSTOFF, J; MALE, D. Imunologia. 4. ed. Sdo Paulo: Manole,
1997.317p.

ROSSI, M.; YOUNG, J. W. Humandendritic cells: potent antigen- presenting cells at
the crossroads of innate and adaptative immunity. The Journal of Immunology,
v.175, n.3, p.1373-1381. 2005.



104

ROUDEBUSH R. E., BRYANT, H. U. Pharmacologic manipulation of a four day
murine delayed type hypersensitivity model. Agents and Actions, v. 38, n. 1, p.116-
21.1993.

SCHWENTKER, A. et al. Nitric oxide and wound repair: role of cytokines? Nitric
oxide, v. 7, n.1, p. 1-10. 2002.

SUGITO et al. The effect of a novel immunosuppressant, FTY720, in mice without
secondary lymphoid organs. Surgery today, v. 35, p. 662-667. 2005.

WAAGA, A. M. et al. Regulatory functions of self-restricted MHC class |l allopeptide-
specific Th2 clones in vivo. The Journal of Clinical Investigation, v. 107, n. 7, p. 909-
916. 2001.

WATTS, C. et al. Proximal effects of Toll-like receptor activation in dendritic cells.
Current Opinion in Immunology, v. 19, n.1, p. 73-78. 2007.

WOLOWCZUK, 1., et al. Feeding Our Immune System: Impacto in Metabolism.
Clinical and Developmental Corporation, v.2008, p.1-13. 2008.

YOPP, A. C. et al. FTY720 enhanced T cell home is dependent on CCR2, CCRS5,
CCR7, CXCR4: evidence for distinct chemokine compartments. Journal
Immunology, v. 173, p. 855-865. 2004.

YU, S. M. Thaliporphine selectively inhibits expression of the inducible, but not the
constitutive, nitric oxide synthase. Biochemical Journal, v. 303, p. 289-294. 1994.

TAMURA, A. et al. Immunosuppressive therapy using FTY720 combined with
tacrolimus in rat liver transplantation. Surgery. v.127, p. 47-54. 2000.

TAVEIRA, A. F. et al. Preparation and antitubercular activities of alkylated amino
alcohols and their glycosylated derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry,
v.15, p.7789-7794. 2007.

TAVEIRA, A.F. Sintese de aminoacloois acoplados com derivados da D-
galactose da D- glicose, potenciais agentes antituberculose. Dissertacao
(Mestrado em Quimica) - Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2007.

TRIPATHI, R. P. et al. Synthesis of glycosylated B-amino acids as new class of
antitubercular agents. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 37, p. 773-
777.2002.

TRIPATHI, A.; SODHI, A. Production of nitric oxide by murine peritoneal macrophage
in vitro on treatment with prolactin and growth hormone: involvement of protein
tyrosine kinase, Ca’™ and MAP kinase signal transduction pathways. Molecular
Immunology, v. 44, p. 3185-3194, 2007.

VELLA, J. P.; SAYEGH, M. H. Maintenance pharmacological immunosuppressive
strategies in renal transplantation. Postgraduated Medical Journal, v. 73, p. 386-
390. 1997.



