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RESUMO 

 

A doença de Chagas ou Tripanossomíase americana é ainda um dos maiores 
problemas endêmicos na América Latina desde sua descoberta 100 anos atrás. Em 
2006, havia aproximadamente 7,6 milhões de casos de infecção por Trypanosoma 
cruzi nos 21 países latino americanos. Cerca de 90 milhões de pessoas estão sobre o 
risco de contrair a infecção. O número de mortes e novos casos atribuídos a essa 
doença são respectivamente 21.000 e 200.000 no ano de 2000. Dois fármacos são 
usados particularmente para tratar esta doença, nifurtimox e benznidazol que são 
ativos somente na fase aguda da doença. No Brasil, somente benznidazol é disponível 
no mercado, por causa da resistência do nifurtimox às cepas de T. cruzi. Ambos os 
fármacos causam efeitos adversos graves que incluem polineuropatia periférica, 
agranulocitose e trombocitopenia púrpura. 

 Embora o papel exato do sistema imune na patogenia não é totalmente 
entendido, é aceito que o sistema imune tenha um papel importante na proteção da 
infecção parasitária. Antígenos produzidos por T. cruzi afetam a função celular e 
induzem uma resposta caótica no hospedeiro, como a transialidase (TS) que é 
essencial para sobrevivência do parasita. TS é uma enzima envolvida na invasão de 
células hospedeiras mamíferas, na proteção contra componentes do sistema 
complemento e induz apoptose severa nas células do sistema imune, e que a 
administração de anticorpos é capaz de neutralizar esta enzima.  Outro antígeno, J-18, 
um derivado recombinante da glicoproteína gp82, é capaz de se ligar à mucosa 
gástrica e isto é crucial para o estabelecimento da infecção oral. Então, um anticorpo 
contra esta glicoproteína poderia ser útil para inibir a invasão na mucosa gástrica. 

 Cruzipaína é outra enzima importante do T. cruzi e suas funções parecem 
ser participar da nutrição, mecanismos de defesa e replicação do parasita intracelular. 
Enquanto não existem fortes inibidores contra TS, compostos tiossemicarzônicos 
possuem uma atividade de destaque contra cruzipaína. 

 Os objetivos deste trabalho foram sintetizar compostos tiossemicarbazônicos 
e testar suas atividades, genotoxicidade e produzir nanoanticorpos (anticorpos muito 
pequenos derivados de camelídeos) contra TS e J-18 para propósitos terapêuticos. 

 Neste trabalho, 12 compostos foram sintetizados, sendo que os três mais 
ativos contra T. cruzi epimastigotas mostraram não serem genotóxicos em modelo 
experimental em camundongos. A produção de nanoanticorpos ativos contra TS e J-18 
também foi realizada, sendo possível obter clones expressantes destes 
nanoanticorpos. 
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ABSTRACT 

 

Chagas disease or American trypanosomiasis is still one of the major endemic 
problems in Latin America since its discovery 100 years ago. In 2006, there were 
approximately 7.6 million cases of Trypanosoma cruzi infection in 21 Latin American 
countries. Around 90 million people are at risk of contracting the infection. The number 
of deaths and new cases attributed to this disease are respectively 21,000 and 200,000 
in the year 2000. Two drugs are particularly used to treat this disease; nifurtimox and 
benznidazol are active only in its acute phase. In Brazil, just benznidazol is available in 
the market, because nifurtimox resistant to T. cruzi strains. Both drugs cause severe 
side-effects including peripheral sensitive polyneuropathy, agranulocytosis and 
thrombocytopenic purpura. 

Although the exact role of the host immune system in the pathogenesis is not still 
fully understood, it is accepted that the immune system plays an important role in 
protection from parasitic infection. Antigen derivatives from T. cruzi affect cellular 
function and induce chaotic immune system host response, like trans-sialidase (TS)  
being essential for the parasite survival. TS is an enzyme involved in the invasion of 
mammalian host cells, in the protection against components of complement system and 
induces severe apoptose in cells of the immune system, and that antibodies 
administration is able to neutralize this enzyme. Another antigen, J-18, a recombinant 
glyprotein gp82 derivative, is able to bind to gastric mucin and this is crucial for the 
establishment of T. cruzi infection by oral route. Then, an antibody against this 
glycoprotein could be useful to inhibit the gastric mucin invasion.   

Cruzain is another important enzyme of T. cruzi and its functions seem to 
participate in nutrition, defense host mechanisms and replication of intracellular 
parasite. While there are no strong inhibitors against TS, thio semicarbazone 
compounds display remarkable activity against cruzain. 

The aims of this work were to synthesize thio semicarbazone compounds and 
test their activities, genotoxicity and to produce nanobodies (very small antibodies 
Camelidae derivatives) against TS and J-18 for therapeutic purposes. 

In this work 12 compounds were synthesized, being that the three more active 
against T. cruzi epimastigotes show not to be genotoxic in experimental mice model. 
The production of active nanobodies against TS and J-18 antigens was also done, 
allowing getting the nanobodies’ expressive clones. 
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1.1. INTRODUÇÃO  

No começo do último século, Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, membro 

do Instituto Manguinhos, no Rio de Janeiro, após um ano de exaustivo e bem 

sucedido trabalho, descobriu em Minas Gerais, o agente etiológico, o vetor, os 

sinais clínicos da doença e também os mecanismos de transmissão da doença. 

Também descreveu a morfologia do parasita, seu ciclo de vida no inseto e no 

hospedeiro mamífero, e revelou os diferentes estágios clínicos e manifestações 

da doença. Embora ele tenha descrito vários aspectos da doença, a cura ou 

um tratamento adequado permanecem como objetivos a serem alcançados 

após exatos um século de sua descoberta (GOLDBAUM; BARRETO, 2008). 

A Tripanossomíase americana ou doença de Chagas é causada pelo 

protozoário Trypanosoma cruzi. A infecção humana estende-se através da 

América do Norte, Central e Sul, do México a Argentina e Chile afetando 21 

países (SCHMUNIS, 2007). 

A maioria das infecções humanas ocorridas no México ainda ocorre 

quando pele ou mucosas entram em contato com fezes e urina de insetos 

hematófagos de espécies triatomíneas infectados por T. cruzi. Contudo 

avanços significativos na interrupção da transmissão pelo vetor Triatoma 

infestans no Uruguai em 1997, Chile em 1999 e no Brasil em 2006 foram 

atestadas pela Organização Panamericana da Saúde (SCHMUNIS, 2007; 

FERREIRA; SILVA, 2006). 

A transfusão sanguínea já foi considerada a segunda forma mais comum 

de transmissão do T. cruzi. Felizmente, somente uma fração de indivíduos que 

recebe sangue contaminado desenvolve a doença, as taxas variavam de 12 a 

20% na Argentina, Brasil e Chile e até 48% no México (SCHMUNIS, 1991). No 

entanto, esta forma de contaminação vem diminuindo nos últimos 15 anos, 

devido a implementado políticas para prevenir a transmissão da doença por 

transfusão na maioria dos países latino-americanos. Oito países em 2004 

monitoravam 100% o sangue dos doadores e mais quatro países monitoravam 

uma porcentagem ≥ 99% (SCHMUNIS, 2007). 
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A transmissão congênita varia de 1 a 12% entre os países do cone sul 

da América do Sul (SCHMUNIS, 2007). Adicionalmente, T. cruzi pode ser 

transmitido por transplante de órgãos, por acidentes laboratoriais e hospitalares 

e por aleitamento materno.  

A transmissão oral vem ganhando importância no Brasil e também em 

outros países, recentemente foi confirmada esta forma de transmissão na 

Venezuela pela ingestão de bebidas (TEIXEIRA; et al., 2006; RODRIGUEZ-

MORALES, 2008). De acordo com Coura, a infecção oral é hoje a mais 

importante forma de transmissão da doença devido o controle da proliferação 

do inseto e um maior controle nos bancos de sangue (COURA, 2007). Ela 

ocorre pelo consumo de alimentos contaminados com o triatomíneo ou por 

suas fezes e pelo consumo de carne crua de um hospedeiro infectado. O 

primeiro relato da doença transmitida por esta via ocorreu em 1965 através do 

consumo de cana-de-açúcar (NÓBREGA; et al., 2009). 

 Durante 1968 a 2005, um total de 437 casos de doença de chagas 

aguda foram constatados na região amazônica. Entre janeiro a novembro de 

2006, um total de 178 casos da doença aguda ocorreu no estado do Pará 

devido ao consumo de acaí (NÓBREGA; et al., 2009).  

Os gambás (Didelphis marsupialis) possuem um papel importante, pois 

são reservatórios das formas metacíclicas infectantes que podem ser 

encontradas no lúmen de sua glândula anal. Os alimentos ingeridos pelos 

seres humanos podem ser contaminados pela secreção desta glândula. Em 

1986, muitas pessoas adquiriram a doença após ingestão de caldo-de-cana e 

nas proximidades um elevado número de gambás infectados foi encontrado 

(DEANE; et al., 1984; SHIKANAI-YASUDA; et al., 1991). 

 Apesar da significante diminuição na infecção e mortalidade através de 

iniciativas de controle dos bancos de sangue e do vetor Triatoma infestans, tem 

sido observado outros vetores nas cidades da América Central e do Sul na 

última década. No Brasil, das 44 espécies identificadas, as mais importantes 

pelo seu grau de contágio, ou seja, espécies primárias são: Triatoma infestans, 

T. rubrofasciata, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. sordida e Panstrongylus 
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megistus. São consideradas espécies secundárias: Rhodnius neglectus,R. 

nasutus, Triatoma rubrovaria e T. vitticeps (TARTAROTTI; et al., 2004). 

 Estimativas recentes sugerem que aproximadamente 90 milhões de 

indivíduos permaneçam sob o risco de contrair a doença (SCHMUNIS, 2007). 

Em países como o México, a deterioração econômica tem levado ao aumento 

da incidência de Chagas (SCHMUNIS, 2007; LEVY; et al., 2006). Não devemos 

nos esquecer das mudanças climáticas no mundo. Baseada em fatores 

ambientais e sociais, em conhecimentos médicos e na análise de três espécies 

de triatomíneos que abrigam o T. cruzi e que exibem características para 

domestificação, um estudo de Click et al. (2008) indica que há um risco 

potencial desta doença emergir nos Estados Unidos; uma análise do limiar de 

temperatura mínima para o aumento da atividade destes triatomíneos 

demonstra que existe um alto risco potencial para grande parte da região sul e 

parte da região central dos EUA, baseado nas previsões da temperatura para 

2030.  

 Resultados importantes têm sido obtidos em poucas décadas, mas a 

situação difere grandemente em diferentes regiões. Reduções significativas 

têm sido observadas no número de casos agudos e na população de 

triatomínios intradomiciliares em países como Brasil. Dados estimados de 

mortes anuais decresceram de 45000 em 1990 a 12500 em 2006. O número 

estimado de indivíduos infectados é de 15 milhões e a incidência anual de 

novos casos durante estes dezesseis anos caiu de 700 mil para 41 mil de 

acordo com a Organização Mundial de Saúde (WHO, 2008). 

  Entretanto, de acordo com Schmunis et al.(2007), o número de 

indivíduos infectados no ano de 2006 era de 7,6 milhões e a incidência de 

novos casos no ano de 2000 foi de aproximadamente 200 mil e o número de 

mortes foi de 21 mil casos demonstrando uma grande divergência nos dados, 

retratando a falta de dados epidemiológicos confiáveis.  

 Existem apenas dois fármacos disponíveis no mercado: nifurtimox e 

benznidazol, ambos ativos para a fase aguda da doença e apresentam 

significativos efeitos adversos incluindo anorexia, vômito, diarréia, 

polineuropatia periférica, agranulocitose e trombocitopenia púrpura, que em 
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alguns casos levam a descontinuação do tratamento (URBINA; DO CAMPO, 

2003; CHAMOND; 2002). 

Há dois estágios desta doença em humanos: a fase aguda, que aparece 

rapidamente após a infecção e é caracterizada por febre, linfadenopatia e 

hepato-esplenomegalia e a fase crônica aparece após um período de latência 

que pode durar anos. As lesões desta fase afetam irreversivelmente órgãos 

internos como o coração, esôfago, cólon e sistema nervoso periférico (LANA; 

TAFURI, 1991). Após muitos anos de um período assintomático, 27% dos 

infectados desenvolvem sintomas cardíacos os quais podem levar a morte 

súbita, 6% desenvolvem distúrbios digestivos (megacólon e megaesôfago) e 

3% apresentam distúrbios neurológicos (meningoencefalite aguda multifocal) 

(CIMERMAN; CIMERMAN, 2003; WHO, 2003).  

Quando a porta de entrada dos tripanossomas é a conjuntiva ocular, 

pode ocorrer um edema bipalpebral, unilateral, denominado "sinal de Romaña-

Mazza" (figura 1.1). Quando o parasita penetra por outros locais da superfície 

corporal, a lesão produzida recebe o nome de "chagoma de inoculação". 

 

Figura 1.1: Sinal de Romaña-Mazza.  

(imagem obtida em: < http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/direction.htm>) 
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1.1.2. Ciclo Biológico 
 
 

 O ciclo evolutivo do T. cruzi (figura 1.4) transcorre em dois hospedeiros 

diferentes (URBINA, 1999; CIMERMAN; CIMERMAN, 2003).  No vetor, o 

parasita prolifera no lúmen do trato gastrointestinal como epimastigota (forma 

não infectante), a qual se diferencia no reto, devido ao stress nutricional, em 

tripomastigota metacíclico (forma infectante). 

 A transmissão vetorial no mamífero inicia-se quando o inseto vetor, após 

o repasto sanguíneo, defeca liberando as formas tripomastigotas metacíclicas. 

Essas formas penetram no hospedeiro vertebrado pela lesão da picada ou 

diretamente pelas mucosas, onde invadem as células das camadas 

subjacentes. 

 Estas formas proliferativas escapam do sistema imune e invadem uma 

infinidade de tipos celulares, incluindo músculos, células nervosas do coração e 

do trato gastrointestinal. Depois da invasão, os parasitas prontamente escapam 

do vacúolo fagossômico e se diferenciam em amastigotas, perdendo o flagelo e 

a membrana ondulante, forma sob a qual se reproduzem (URBINA, 1999; 

CIMERMAN; CIMERMAN, 2003).  

Permanecem em fase lag (sem multiplicação) por, aproximadamente, 30 

horas, após a qual, por divisão binária, cada amastigota se divide em dois, a 

cada 14 horas. Podem ser observados até 9 ciclos de divisão sucessivos, ou 

seja, cada parasito pode gerar 512 parasitos em seis dias e meio, abarrotando 

o citoplasma da célula parasitada e levando a sua ruptura. Antes da saída da 

célula, os amastigotas se transformam em tripomastigotas. Os parasitos, então, 

readquirem o flagelo e a membrana ondulante, tornando-se tripomastigotas e 

disseminam-se para o restante do organismo pela circulação sanguínea. Estes 

ciclos ocorrem continuamente no hospedeiro infectado, embora com frequência 

bem menor na fase crônica da infecção (URBINA, 1999; CIMERMAN; 

CIMERMAN, 2003). 

Estes parasitos circulantes podem ser ingeridos durante o repasto 

sanguíneo dos triatomíneos. Desta forma, insetos não contaminados ingerem 
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as formas tripomastigotas, que se transformam no intestino do inseto em 

epimastigotas. Estas se multiplicam logo após, em ciclos sucessivos, 

alcançando o intestino posterior do vetor, onde a maioria se transforma 

novamente em tripomastigota metacíclico infectante, que pode contaminar 

mamíferos não infectados, reiniciando o ciclo evolutivo (URBINA, 1999; 

CIMERMAN; CIMERMAN, 2003). 

 

 

Figura 1.4: Ciclo evolutivo do T. cruzi. 

(imagem obtida em: <http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk) 
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 1.1.3. T. cruzi e sua Interferência no Sistema Imunológico do 
Hospedeiro 

 O exato papel do sistema imune do hospedeiro na patogênese de 

infecções parasitárias ainda não está completamente entendido, mas existem 

evidências experimentais de que a deficiência ou defeito nas respostas imune 

celular e/ou humoral para T. cruzi contribui para o progresso da doença de 

Chagas e que moléculas biossintetizadas por T. cruzi afetam a função celular e 

contribuem para a desorganização da resposta imune do hospedeiro 

(OUAISSI; OUAISSI, 2005).  

Glicoinositolfosfolipídeos (GIPL) estão presentes na superfície celular do 

T. cruzi nas formas epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos e bloqueiam a 

resposta das células T induzidas por diferentes ativantes policlonais, devido 

uma porção ceramida presente na molécula. GIPLs purificados de T. cruzi 

inibiram in vitro a proliferação de células T CD4+ e CD8+ induzidas por 

antígenos de bactérias e anticorpos anti-TCR e CD3. A inibição levou à perda 

da responsividade do IL-2, com inibição da expressão de CD25. GIPLs também 

estão envolvidos na diminuição de antígenos de superfície de células 

dentríticas humanas tais como, CD80, CD86, HLA-DR, CD40 e CD57 que são 

importantes na ativação de células T (DOS REIS; et al., 2002).  

 Rodriguez et al. (2007) verificaram que infecções de T. cruzi induzem 

uma massiva perda de células B imaturas na medula óssea. Células B imaturas 

da medula óssea sofrem apoptose após células mielóides CD11b+ infectadas 

por T. cruzi secretarem um produto oriundo da via ciclooxigenase. Vários 

clones de célula B muito ativados por ativação policlonal no baço de 

camundongos infectados promovem apoptose de células B devido ao aumento 

da expressão e interação de Fas e FasL e também de células T pela secreção 

de Gal-1. 

Norris e Schrimpf (1994) caracterizaram duas proteínas do parasita, que 

são proteínas regulatórias do complemento (CRP), uma em forma solúvel e 

outra de membrana. Elas mimetizam as CRPs do hospedeiro, prevenindo sua 

lise pelo complemento associada às células autólogas, interferindo na ação das 
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convertases na cascata de ativação do complemento de ambas as vias: 

clássica e alternativa.  

 Outra proteína de grande relevância para sobrevivência do T. cruzi no 

hospedeiro é a proteína Tc52, que induz uma supressão da ativação não 

específica de linfócitos T, pode agir diretamente em macrófagos aumentando a 

expressão do gene expressante de IL-10, e ainda provoca uma diminuição da 

expressão de IFN-γ e IL-2. (OUAISSI, 2007). 

 

 1.1.4.Transialidase 

 

O Trypanosoma cruzi expressa transialidase (TS), enzima que permite a 

incorporação de resíduos siálicos, a partir de sialoglicoconjugados do 

hospedeiro, às mucinas do parasita. Esta incorporação protege o parasita 

contra o sistema imune do hospedeiro, mascarando os sítios de 

reconhecimento para o sistema imune, e favorece a sua incorporação nas 

células mamíferas. A TS também é liberada da superfície do parasita na 

circulação sanguínea o que leva a apoptose de células do sistema imune do 

hospedeiro (JÄGER; et al., 2008). 

A transialidase é codificada por 1430 genes, seu peso molecular varia 

de 60 a mais que 200 kDa. Destes genes apenas 12 codificam transialidase 

enzimaticamente ativa. A diferença fundamental em genes que codificam a 

forma ativa da inativa é a mutação na Tyr342 por His. A maioria das 

transialidases contém uma sequência repetitiva de 12 aminoácidos na região 

C-terminal denominada SAPA, outra variação presente é o diferente grau de 

glicolisação. Todas estas variações dificultam o planejamento de um fármaco 

que utiliza como alvo esta enzima. Membros da grande família de genes que 

codificam a transialidase são classificados em dois grupos de acordo com sua 

expressão tanto em epimastigotas (eTs) ou em tripomastigotas infectivos (tTs). 

Apesar das duas formas apresentarem mesma atividade enzimática e 

sequências primárias bem conservadas, o tipo eTs é uma proteína trans-



___________________________________________________Capítulo 1 – Introdução          22 
 
 

_____________________________________________________________________________
Lorena Blau 

 

membrana, enquanto a tTs apresenta o domínio C-terminal denominado SAPA 

e uma porção denominada âncora glicosilfosfatidilinositol que permite sua 

eliminação (JÄGER; et al., 2008; NERES; et al., 2008). 

Durante a fase aguda, a TS lança-se na circulação sanguínea, após a 

clivagem da âncora GPI, e remove ácido siálico da superfície de plaquetas, 

causando trombocitopenia (TRIBULATTI; et al., 2005). Ela também induz 

apoptose em baço, timo, gânglios periféricos e também, em células cardíacas 

em infecções experimentais. A indução de apoptose contribui para um estado 

transiente de imunossupressão e estudos prévios têm demonstrado que a 

apoptose tem um papel patogênico na infecção por T. cruzi e que o bloqueio 

desta pode ser alvo de intervenção terapêutica (TODESCHINI; et al., 2002; 

VERCELLI; et al., 2005; DOS REIS; LOPES; 2008).  

A superfície de tripomastigotas invasivos é coberta por inúmeras 

transialidases e mucinas fixas na membrana pela âncora glicosilfosfatidilinositol 

(GPI). O parasita é incapaz de sintetizar ácido siálico e por isso o adquire do 

hospedeiro e o transfere para resíduos terminais de β-Gal nas mucinas que 

recobrem a superficie dos parasitas. A incorporação de ácido siálido propicia 

ao parasita proteção indireta para os resíduos β-Gal devido à carga negativa do 

ácido siálico e proteção diante ao reconhecimento pelo Sistema Imune do 

hospedeiro destes resíduos terminais, além de conferir resistência ao Sistema 

Complemento do hospedeiro inibindo a lise do parasita, garantindo, portanto, a 

sobrevivência de tripomastigotas liberados na circulação sanguínea, pois a 

sialização da superfície do T. cruzi é crucial para o estabelecimento da fase 

crônica da doença (TONLINSON; RAPER, 1998; NERES; et al., 2008; 

BUCHINI; et al., 2008). 

O sítio ativo da TS contém características conservadas de outras 

sialidases microbianas como, por exemplo, o Asp59 essencial para catálise, 

contém também, dois importantes resíduos (Tyr342 e Glu230) que estabilizam 

o estado de transição, a tríade (Arg35, Arg245 e Arg314), as quais interagem 

com o grupo carboxílico do ácido siálico, e o bolso hidrofóbico responsável pela 

interação com o grupo N-acetil do ácido siálico (BUSCHIAZZO; et al., 2002). 
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Figura 1.5: Mecanismo de ação da transialidase 

 

 

O mecanismo de ação da TS é mostrado na figura 1.5. Durante a 

ligação do substrato doador de ácido siálico no sítio ativo, o grupo hidroxila da 

Tyr342 reage como um nucleófilo em uma reação de substituição nucleofílica 

de 2ª ordem, que é assistida por um resíduo próximo Glu230 que atua como 

um catalisador básico, resultando na formação de uma ligação covalente entre 

a enzima e o intermediário sialosídeo. O resíduo Asp59 protona o grupo 

abandonador na primeira reação de substituição nucleofílica de segunda ordem 

e se torna uma base catalisadora para o segundo passo também de 

substituição nucleofílica de 2ª ordem (SN2), aceitando o próton do grupo 3-

hidroxil do aceptor galatosídeo. Isto resulta, sobretudo na retenção de 

configuração da porção do ácido siálico (NERES; et al., 2008; BUCHINI; et al., 

2008). 
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A TS tem uma região que se liga a galactose terminal que capta o ácido 

siálico a ser transferido. Este sítio é colocado entre dois resíduos de 

aminoácidos Trp312 e Tyr119 que interage com galactoses terminais em 

ligação β nas moléculas aceptoras ou doadoras de ácido siálico. Como esta 

região é única para a Ts e não é presente nas sialidases dos hospedeiros, 

mutações nestes resíduos resultam em diminuição ou perda da especificidade 

ao substrato, todas estas observações demonstram que esta região representa 

um grande ponto de partida para o desenvolvimento de inibidores específicos 

para esta enzima (PARIS; et al., 2001; MUCCI; et al., 2006). 

Pesquisadores verificaram que a expressão da TS em T. cruzi é o maior 

fator de virulência, fenótipos invasivos são restritos a populações que 

expressam a TS e que esta enzima foi expressa em níveis significantemente 

maiores nas cepas mais letais. A importância da TS para a sobrevivência do T. 

cruzi tripomastigota após infecção e subsequente invasão foi avaliada a partir 

de anticorpos específicos que possuem como alvos epítopos sialiados ou 

aceptores de ácidos siálicos na membrana do parasita, ou a domínios 

catalíticos da TS e levaram a uma redução significativa da infecção das células 

dos hospedeiros (NERES; et al., 2008). 

Mesmo com estes dados e conhecimentos surpreendentes a cerca 

desta enzima ainda não existe nenhum inibidor potente desta, mas a atividade 

catalítica da TS é um alvo potencial para o tratamento da doença de Chagas, 

especialmente na prevenção de invasão em células hospedeiras (NERES; et 

al., 2008; BUCHINI; et al., 2008). 

No entanto, existem vários alvos já consagrados de várias enzimas 

como a Cruzipaína, Tripanotiona redutase, C14α Esterol Desmetilase, 

Farnesilpirofosfato Sintase, Diidrofolato Redutase, Hipoxantina 

Fosforribosiltransferase, entre outros de fundamental importância para a 

sobrevivência do T. cruzi e que possuem inibidores potentes, como por 

exemplo, vinilsulfonas, tiossemicarbazonas, derivados nitrofurânicos, derivados 

triazólicos e análogos de purinas (Coura; de Castro, 2002). 
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 1.1.5. Cruzipaína 

 

O papel da cisteína protease parece ser relevante em muitos aspectos 

do ciclo evolutivo dos Plasmodium, Trypanosoma e Leishmania e na relação 

parasito-hospedeiro. Cisteína protease é a enzima chave envolvida na 

penetração do parasita dentro das células hospedeiras, participa da nutrição do 

parasita à custa do hospedeiro e está envolvida nos mecanismos de escape do 

parasita contra o sistema imune do hospedeiro (BOCEDI; et al., 2004). 

Doadores de óxido nítrico como NOR-3 e SNAP (figura 1.6) modulam 

atividade enzimática através de modificação química de resíduos reativos. Eles 

podem promover modificação química de resíduos Cys de cisteínas proteases, 

incluindo a cruzipaína, uma cisteína protease do T. cruzi, promovendo sua 

inibição (BOCEDI; et al., 2004). 

 

Figura 1.6: Doadores de óxido nítrico. 

 

Engel et al. (1998) demonstraram que inibidores irreversíveis de 

cruzipaína como N-metil-fenilalanina-homofenilalanina-vinil-fenil-sulfona podem 

curar infecções experimentais de T. cruzi que seriam letais em camundongos. 

 Trabalhos anteriores focam inibidores irreversíveis de cruzipaína como 

vinilsulfonas (figura 1.7) (AXYS PHARMACEUTICALS INC, 2001). Embora 

estudos em animais demonstrem que estes compostos não são tóxicos em 

doses terapêuticas, eles apresentam pouca seletividade em relação às 

cisteínas proteases humanas.  
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Figura 1.7: Exemplos de vinilsulfonas 

 

Estão sendo realizados estudos clínicos de fase I do composto 2 da 

figura 1.7 denominado CRA3316 e se as triagens clínicas forem bem 

sucedidas, o composto talvez represente uma nova alternativa terapêutica para 

esta doença (AXYS PHARMACEUTICALS INC, 2001). 

Huang et al. (2002) desenvolveram novos inibidores de cruzipaína com 

uma alta seletividade maior que 1000 vezes para cruzipaína sobre catepsina B 

e 100 vezes sobre catepsina L (figura 1.8). 

 

 

Figura 1.8: Inibidores de cruzipaína propostos por Huang et al. (2002) (regiões P e P’) 

 

Avaliações utilizando QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) 

sugerem que a cruzipaína pode acomodar substituintes grandes ou cadeias 

hidrofóbicas longas de hidrocarbonetos na região P’.  

R'' NH
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Os mais potentes tinham como R, isopropil, dietilfenil, proprionato de 

etila, t-butila e 3-fenilpropil. 

Para aumentar a solubilidade, R’’ foi trocado pelo grupo oximetilpiridinil 

(região Cap), a incorporação do grupo oximetil-3-piridinil resultou em inibidores 

mais potentes que a substituição por oximetil 2 ou 4-piridinil. A 

homofenilalanina foi trocada pela fenilalanina em P1, e isto resultou em um 

aumento da potência de 2 a 4 vezes e diminuiu a degradação proteolítica por 

proteases humanas. A troca de R’’ por oximetilpiridinil exibiu uma seletividade 

de 5 a 100 vezes para a cruzipaína em relação à catepsina L. Uma grande 

seletividade é conferida quando P2 é fenilalanina ou R2 é 3-fenilpropil (figura 

1.9). 

 

Figura 1.9: Inibidores de cruzipaína propostos por Huang et al. (2002)  

(regiões: Cap, P2, P1 e P1
’) 

 

Tiossemicarbazonas é uma classe de pequenas moléculas que têm sido 

estudadas nos últimos 50 anos como antivirais, antineoplásicos e também por 

suas propriedades contra P. falciparum e T. cruzi. Atualmente, a triapina, uma 

tiossemicarbazona, tem sido avaliada em estudos de fase clínica II como um 

antineoplásico (GREENBAUM; et al., 2004). 

Mais de 100 tiossemicarbazonas foram sintetizadas e testadas como 

inibidores da cruzipaína (DU; et at., 2002). São semelhantes às 

nitrossemicarbazonas, mas foi retirado o grupo nitro destes compostos, embora 

a geração de radical nitro seja crucial para inibição de outra enzima, a 

tripanotiona redutase, que é responsável pela manutenção de um ambiente 

intracelular reduzido do parasita para proteção contra o estresse oxidativo 

O NH
NH S

O R
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produzido por radicais livres liberados pela célula hospedeira, sendo a ação 

desta enzima essencial para sobrevivência do parasita (BONNET; et al., 2000).  

Este estudo gerou uma relação de estrutura e atividade básica em relação à 

cruzipaína (figura 1.10). 

 

Ar N

R

NH

S

NH2 N
N

Ar

R

S

NH2
1

2 3 4
5

pirazolinas cíclicasariltiossemicarbazonas  

Figura 1.10: Estrutura geral das ariltiossemicarbazonas e pirazolinas cíclicas 

 

 As tiossemicarbazonas exibiram uma específica e consistente relação 

estrutura X atividade. A redução da ligação C=N ou mudança de C=S por C=O 

resultou em diminuição da atividade. Para compostos com apenas 1 anel 

benzênico, substituições em posições específicas podem aumentar a atividade. 

Os compostos mais potentes têm a substituição na posição 3 no anel 

aromático, compostos com os substituintes: trifluormetil, bromo e cloro resultam 

em potentes inibidores, enquanto outros substituintes conferem pobre 

atividade. A dissubstituição com 3,4-dicloro ou 3,5-ditriluormetil resultou em 

inibidores potentes. A dissubstituição nas posições 2 e 4 não aumentou a 

atividade e substituições na porção tioamida amina resultou em perda da 

atividade (DU; et at., 2002).  

Compostos com anel benzênico ligado a um anel heteroaromático de 5 

membros também foram inibidores efetivos da cruzipaína.  Um grupo etila na 

posição 5 foi favorável em muitos compostos. A conexão do grupo etila na 

posição 5 e N-3 formando pirazolinas cíclicas resultaram em compostos muito 

potentes. Estas pirazolinas podem ter aumentado a seletividade para 

cruzipaína e também as propriedades farmacocinéticas (figura 1.10) (DU; et at., 

2002). 



___________________________________________________Capítulo 1 – Introdução          29 
 
 

_____________________________________________________________________________
Lorena Blau 

 

Em outro estudo desta classe de compostos, Greenbaum et al. (2004) 

exploraram a substituição no anel aromático e também substituições no grupo 

terminal tioamida amina. Neste estudo, verificou-se que a substituição nas 

posições meta e para do anel aromático por fenil e fenil éter não foi mais 

potente in vitro contra cruzipaína que o composto que possui um bromo na 

posição meta, no entanto, a atividade in vitro de arilaminas nestas mesmas 

posições foi inexpressiva. Substituição na porção tioamida amina resultou em 

decréscimo da atividade.  

Neste estudo também foi comparado à atividade inibitória in vitro da 

enzima com a atividade de proteção a macrófagos de células hospedeiras 

contra T. cruzi. Compostos que contêm substituintes fenil e fenil éter na 

posição meta do anel aromático apresentaram eficácia tanto ao parasita quanto 

para enzima, no entanto, a substituição de arilamina nas posições meta e para, 

mostraram-se ineficientes na inibição da enzima in vitro, mas mostrou uma 

excelente atividade contra o parasito e o mesmo ocorreu para os compostos 2 

ou 3 ou 4-acetilpiridina tiossemicarbazona. Os compostos 3 e 4-acetilpiridina 

foram de baixa eficácia contra enzima e parasita, no entanto, o composto 2-

acetilpiridina apesar de sua baixa atividade enzimática demonstrou ser 

bastante ativo contra o parasita. Estas diferenças de atividade enzimática e 

antiparasitária podem ser explicadas pela ação somatória de outro alvo 

envolvido e no caso específico da 2-acetilpiridina tiossemicarbazona, que é um 

quelador de metal tridentado, que pode atuar como um agente quelante de 

ferro e cobre (GREENBAUM; et al., 2004). 

Fujii et al. (2005) avaliaram diferentes substituintes na posição “R” para 

derivados de tiossemicarbazonas e suas atividades enzimáticas inibitórias de 

cruzipaína (figura 1.11). A substituição de um grupo etil por N-butil, aumentou 

duas vezes a atividade, mas a incorporação de grupos alquílicos volumosos 

como t-butil diminuiu a atividade. Já a substituição por grupos aromáticos 

conectados por diferentes ligantes como metileno, alqueno, éter possuem 

potência equivalente quando o substituinte é etil. 
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Figura 1.11: Estrutura geral dos compostos propostos por Fujii et al (2005) 

 

 

Siles et al. (2006) expandiram os conhecimentos de relação estrutura e 

atividade incluindo análogos com anéis fundidos e benzofenonas 

funcionalizadas descobrindo nestes compostos, inibidores potentes de 

cruzipaína (figura 1.12). 
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Figura 1.12: Estrutura geral dos compostos propostos por Siles et al. (2006) 

 

 

 Chiyanzu et al. (2003) estudaram compostos derivados de isatinas e 

tiossemicarbazonas. Enquanto isatinas por si só não apresentam atividade 

contra T. cruzi, os seus derivados apresentando a porção tiossemicarbazona 

foram ativos, principalmente aqueles que continham substituições apropriadas 

no anel aromático (figura 1.13). 
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Figura 1.13: Estrutura geral dos compostos propostos por Chiyanzu et al. (2003) 
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 Porcal et al. (2008) sintetizaram derivados híbridos de hidrazona 

(semicarbazona, tiossemicarbazona e amidinohidrazona) e benzofuranos. Os 

compostos da figura 1.14 apresentaram as maiores atividades in vitro, sendo 

que o composto 1 e 2 apresentaram atividade inibitória somente para 

cruzipaína, enquanto o composto 3 apresentou também atividade para 

tripanotiona redutase. 
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Figura 1.14: Estrutura geral dos compostos propostos por Porcal et al. (2008) 

 

 

 1.1.6. Mutagenicidade e Genotoxicidade do Grupo Nitro 

   

  O ensaio de mutagenicidade em Salmonella , Teste de Ames, tem sido 

bastante utilizado em laboratórios de pesquisa e por agências regulatórias 

como uma ferramenta de grande utilidade para detectar mutagênicos químicos 

encontrados no meio ambiente, produtos naturais, pesticidas e candidatos a 

fármacos. A avaliação da mutagenicidade em cepas TA98, TA100, TA1535 e 

TA1537 tem sido proposta na literatura como uma rotina inicial de 

monitoramento (Ames; et al., 1973; GATEHOUSE; et al., 1994). 

A classificação de compostos como mutagênicos ou não resulta da 

combinação de dados de monitoramento das diferentes cepas. Compostos são 
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considerados mutagênicos se eles dão um resultado positivo para alguma 

cepa, com ou sem ativação do sistema de ativação metabólica de camundongo 

(mistura S9). Neste caso, a análise dos resultados de cada cepa será realizada 

independentemente para avaliar aspectos diferentes do potencial mutagênico 

de um composto (Ames; et al., 1973; LLORENZ; et al., 2002). 

 Compostos que apresentam grupo nitro estão propensos a serem 

reduzidos a hidroxilaminas e geralmente exibem potente atividade mutagênica, 

no entanto existem vários compostos com o grupo nitro na terapêutica, alguns 

exemplos são mostrados na figura 1.15 (TOKIWA; OHNISHI, 1986; 

ROSENKRANZ; MERMELSTEIN, 1983).  

 Lopes de Compadre et al. sugeriram que a mutagenicidade de 

nitrocompostos é altamente dependente de suas energia Lumo e 

hidrofobicidade (LOPEZ DE COMPADRE; et al., 1988; LOPEZ DE 

COMPADRE; et al., 1990; DEBNATH; et al., 1991; DEBNATH; et al., 1992b). É 

conhecido que a energia Lumo (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) 

correlaciona o potencial de redução polarográfico meia-onda, o qual tem sido 

demonstrado corresponder ao potencial de redução ou eletro-afinidade de 

nitroarenos, uma menor energia Lumo significa maior potencial de 

mutagenicidade (MISAKI; et al., 2008). Já a hidrofobicidade está relacionada 

com a penetração fácil dentro das células, portanto, os compostos mais 

hidrofílicos têm uma penetração menor e por isso apresentam menor 

mutagenicidade (KLOPMAN; et al., 1984; LOPEZ DE COMPADRE; et al., 1988; 

LOPEZ DE COMPADRE; et al., 1990; DEBNATH; et al., 1991; DEBNATH; et 

al., 1992a; DEBNATH; et al., 1992b; DEBNATH; HANSCH, 1992). 

Llorenz et al. (2002) estudaram várias propriedades estéricas e 

eletrônicas de 270 compostos que contém grupo nitro e puderam analisar 

propriedades e fragmentos moleculares que mais comumente resultem em um 

resultado positivo ou negativo para o teste de Ames. A presença do grupo nitro 

por si só não confere a um composto mutagenicidade, mas a eletro-afinidade 

dos compostos oferecem uma significativa discriminação entre compostos 

positivos e negativos (figura 1.15). 
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Figura 1.15: Compostos da terapêutica que apresentam grupo nitro 

 

Há diferenças significativamente claras nas propriedades de compostos 

positivos e negativos. Compostos negativos possuem em média peso 

molecular menor, uma menor área superficial acessível a solvente e eletro-

afinidade também menor, mas apresentam maiores globularidade, C-LogP e 

potencial de ionização (LLORENZ; et al., 2002). 

Em estudos anteriores dos mesmos autores, foram analisadas as 

propriedades de fragmentos que podem conferir mutagenicidade a uma 

molécula. Eles verificaram que a introdução de certos grupos funcionais, como 

cadeias alifáticas ou grupos carboxílicos, pode diminuir o potencial mutagênico 

de um composto. Também a troca de outros grupos funcionais como nitro, ou 

decréscimo de centros aceptores de ligação de hidrogênio pode aumentar as 

chances de tornar um composto não mutagênico (LLORENS; et al., 2001). 
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1.2. OBJETIVO 

 

 O objetivo deste trabalho foi a obtenção de compostos derivados de 

tiossemicarbazona com atividade antichagásicas, apresentando um grupo 

químico passível de sofrer derivatização. 

 

 Objetivos específicos  

 

1. Obtenção dos compostos amínicos potencialmente inibidores da 

enzima cruzipaína baseados em estudos prévios da literatura de 

relação estrutura x atividade (SAR); 

2. Teste in vitro de atividade tripanocida dos compostos obtidos; 

3. Ensaio de mutagenicidade (teste do micronúcleo) em camundongos 

com os compostos mais ativos. 
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1.3. MATERIAIS E MÉTODOS 

  

 1.3.1. Materiais 

 

 1.3.1.1. Síntese dos Compostos Derivados de Tiossemicarbazona 

3-aminoacetofenona (Flucka), 4-aminoacetofenona (Flucka), fenacilamina 

(Flucka), α-bromo-4-nitroacetofenona (Acros), acetofenona (Flucka), 

tiossemicarbazida (Acros), ácido nítrico concentrado (99,5%) (Synth), anidrido 

acético (Merck), ácido sulfúrico concentrado (Synth), hexamina (Synth), 

anidrido succínico (Merck), DMAP (Flucka), acetonitrila (Synth), etanol (Synth), 

ácido acético (Synth), diclorometano (Synth), acetona (Synth), éter etílico 

(Synth), NaOH (Synth), pentóxido de fósforo (Synth). 

 

        1.3.1.2. Atividade Tripanocida 

Dimetilsulfóxido p.a (Merck), meio Lit (liver Infusion Tryptose) soro bovino 

fetal (Cultilab), formazan (Flucka), brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio (Sigma), metanossulfonato de fenazina (Sigma), Placas de 

Elisa 96 poços. 

 

 1.3.1.3. Ensaio de Mutagenicidade – Teste de Micronúcleo 

benznidazol (Aldrich), carboximetilcelulose (Synth), Tween 40 (Synth),   

ciclofosfamida (Aldrich), laranja de acridina (Acros). 

  

 

 

 

 



___________________________________________Capítulo 1 – Materiais e Métodos          36 
 

_____________________________________________________________________________
Lorena Blau 

 

 1.3.2. Métodos  

Os procedimentos experimentais detalhados estão descritos no Anexo A 

(pg.124). 

 1.3.2.1. Síntese dos Derivados de Tiossemicarbazona 

  As seguintes moléculas (tabela 1.1) derivadas de tiossemicarbazona e 

contendo um grupamento amina livre foram planejadas segundo dados da 

literatura sobre estudos de QSAR (DU; et at., 2002). 

 Estas moléculas são obtidas reagindo-se diretamente os compostos 

cetônicos com a tiossemicarbazida, gerando os derivados não nitrados 

(esquema 1.1). Alguns compostos são obtidos a partir da proteção do 

grupamento amínico antes da reação de nitração, evitando assim a formação 

de sais de diazônio nestas aminas o que levaria à formação de produtos 

indesejáveis, e finalizando com a desproteção destes grupos após a nitração 

do anel aromático e reação com tiossemicarbazida (esquema 1.2). Outros 

compostos foram obtidos a partir da acetofenona de acordo com o esquema 

1.3, ou da 2-bromo-1-(4-nitro)acetofenona, esquema 1.4.  

 Os compostos foram analisados por Ressonância Magnética Nuclear, 

realizada na Central Analítica do Instituto de Química da Universidade de São 

Paulo (IQ-USP), por Espectrometria de Infravermelho Shimadzu modelo FTIR-

8300, e Espectrometria de massas realizada na Central Analítica do Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo (IQ-USP), por injeção direta e com 

ionização por impacto eletrônico.  
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Tabela 1.1: Moléculas propostas potencialmente antichagásicas 

Composto Nome  Estrutura 
TS-1 4‐aminoacetofenona 

tiossemicarbazona  N N
HH2N

NH2

S

 
TS-2 3‐aminoacetofenona 

tiossemicarbazona  N N
H

H2N
NH2

S

 
TS-3 2‐amino‐1‐feniletan‐1‐ona 

tiossemicarbazona  N

H2N

N
H

NH2

S

 
TS-4 4‐amino‐3‐nitroacetofenona 

tiossemicarbazona 
N NH

S
NH2O2N

H2N
 

TS-5 3‐amino‐4‐nitroacetofenona 
tiossemicarbazona  N NH

S
NH2H2N

O2N
 

TS-6 2‐amino‐1‐(3‐nitrofenil)etan‐
1‐ona tiossemicarbazona  N

N
H

NH2

S

NH2

O2N

 
TS-7 acetofenona 

tiossemicarbazona  N NH

S
NH2

 
TS-8 m‐nitroacetofenona 

tiossemicarbazona  N NH

S
NH2O2N

 
TS-9 2-amino-1-(4‐nitrofenil)etan‐

1‐ona tiossemicarbazona 

O2N

N

H2N

N
H

NH2

S

 
MTS-9 Hemissuccinato de 2-amino-1-

(4‐nitrofenil)etan‐1‐ona 
tiossemicarbazona 

O2N

N
N
H

NH2

S

N
H

O

O

HO
 

TS-10 2-hidroxi-1-(4‐nitrofenil)etan‐
1‐ona tiossemicarbazona 

O2N

N

HO

N
H

NH2

S

 
MTS-10 Hemissuccinato de 2-hidroxi-1-

(4‐nitrofenil)etan‐1‐ona 
tiossemicarbazona 

O2N

N
N
H

NH2

S

O

O
HO

O
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Esquema 1.1: Obtenção dos compostos TS1, TS2 e TS3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1.2: Obtenção dos compostos TS4 e TS5 a partir da meta ou para aminoacetofenona 

O

NH2

3-aminoacetofenona

O

O

O

O

HN

O

HNO3 conc.

O

HN

O

O2N

HCl  6N

O

NH2
O2NH2N NH

S

NH2

N

NH2
O2N

N
H

NH2

S

3-amino-4-nitroacetofenona tiossemicarbazona

O

H2N

4-aminoacetofenona

O

H
NO

HNO3 conc.

O

H
NO

NO2

O

H2N
NO2N

H2N
NO2

N
H

NH2

S

4-amino-3-nitroacetofenona tiossemicarbazona

O

O

O

HCl  6N

H2N NH

S

NH2

TS5

TS4



___________________________________________Capítulo 1 – Materiais e Métodos          39 
 

_____________________________________________________________________________
Lorena Blau 

 

O H2N
H
N NH2

S

acetofenona

O

NO2

HNO3 conc.

H2N
H
N NH2

S

N

NO2

N
H

N
H
N

acetofenona tiossemicarbazona

m-nitroacetofenona tiossemicarbazona

Br2
55 ºC

O

NO2

Br
1. hexamina

2. tiossemicarbazida

N

NO2

N
H

NH2

2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona
tiossemicarbazona

TS7

TS8

TS6

S

NH2

NH2

S

NH2

S

 

 

Esquema 1.3: Obtenção dos compostos TS6, TS7 e TS8 a partir da acetofenona 
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Esquema 1.4: Obtenção dos compostos TS9, TS10, MTS9 e MTS10 a partir da 2-bromo-1-(4-

nitro)acetofenona 
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 1.3.2.2. Teste In Vitro de Atividade Tripanocida  

 O teste de atividade tripanocida foi realizado na FCFar (Unesp / 

Araraquara) no Laboratório de Imunologia sob orientação da Profa. Dra. Regina 

Cicarelli e colaboração da Mestre Gabriela Duó Passerine. O ensaio foi 

realizado em triplicata e em placas de poliestireno de 96 poços estéreis e com 

tampa, empregando-se cepa Y de T. cruzi em meio LIT (Liver Infusion 

Tryptose). A quantidade de parasitas mortos para cada concentração das 

substâncias testadas foi medida espectrofotometricamente empregando-se o 

método colorimétrico da redução do MTT em formazan. 

 Emprega-se neste ensaio a forma epimastigota de T. cruzi por ser uma 

forma não infectante e de fácil manutenção em cultura. Utilizou-se culturas de 7 

dias, na fase log de crescimento. 

 1.3.2.3. Ensaio de Mutagenicidade - Teste do Micronúcleo 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNESP de Araraquara (Protocolo 

CEP/FCF/CAr. Nº 38/2008) e foi realizado com a coloboração da Mestre 

Priscila Longhini Bosquesi. 

 Para avaliação da mutagenicidade in vivo dos compostos (TS-9, MTS-9, 

TS-10 e benznidazol), empregou-se camundongos Swiss albinos (com cerca 

de 30 g). Foram avaliadas três doses de cada um dos fármacos, administradas 

aos animais via gavage. 

O grupo controle positivo foi feito com animais tratados via 

intraperitoneal com ciclofosfamida (50 mg/kg p.c.). O grupo controle negativo 

recebeu via gavage 0,3 mL da solução de carboximetilcelulose (CMC) 1% e 

Tween 40 0,2%.  

Foram coletadas amostras de sangue da cauda de 10 animais que foram 

tratados somente com água, com o objetivo de se obter assim a freqüência 

basal de micronúcleos para cada indivíduo (controle-interno). Trinta horas 

depois da administração dos compostos (TS-9, MTS-9, TS-10 e benznidazol) 

aos animais, foi realizada a coleta de sangue para a avaliação da 

mutagenicidade aguda dos fármacos. 
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1.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 1.4.1. Mecanismo de formação dos derivados de 
 tiossemicarbazonas 

 

 O mecanismo de reação de formação das tiossemicarbazonas se 

processa através do ataque nucleofílico da tiossemicarbazida ao átomo de 

carbono carbonílico (esquema 1.5). A protonação do átomo de oxigênio dos 

compostos cetônicos se faz necessário, pois torna o carbono carbonílico ainda 

mais susceptível ao ataque nucleofílico, sendo esta reação de adição 

favorecida pelo aumento da concentração hidrogeniônica. No entanto, a 

concentração hidrogeniônica deve ser suficientemente ácida para que uma 

fração apreciável do composto carbonílico se encontre protonada, mas 

evitando-se uma protonação excessiva da tiossemicarbazida, o que foi 

alcançado mantendo-se o pH entre 3 e 4.  A condição exata da concentração 

hidrogeniônica a ser utilizada depende, portanto, da nucleofilicidade do 

reagente e da reatividade do composto carbonílico (MORRISON; BOYD, 1996).  
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Esquema 1.5: Mecanismo de formação de tiossemicarbazonas 
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 1.4.2. Mecanismo de Formação e Síntese dos Compostos Nitrados 
 Derivados de Tiossemicarbazona 

 

A reação de proteção do grupamento amina ocorre através do ataque 

nucleofílico das aminoacetofenonas ao carbono carbonílico do anidrido acético, 

ocorrendo liberação de uma molécula de ácido acético (esquema 1.6). Já a 

reação de nitração ocorre através de uma substituição aromática eletrofílica, 

onde o íon nitroílo, NO2
+, que é a partícula eletrófila ataca o anel aromático, 

formando o íon benzenônio. O íon básico NO3
- extrai então um próton do íon 

benzenônio, formando o produto de substituição (MORRISON; BOYD, 1996). 
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Esquema 1.6: Mecanismo de formação dos compostos nitrados derivados de 

tiossemicarbazona 
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 A reação de proteção do grupamento amina, antes da reação de 

nitração, se faz necessária para que não ocorra durante o processo de nitração 

a formação de sal de diazônio neste grupamento amina. A formação deste sal 

levaria a formação de derivados diazotados. 

A presença de um ou mais substituintes no anel torna a substituição 

aromática eletrofílica mais complicada. Existem grupos que são fortemente 

ativantes (orto e para dirigentes), como –NH2, -NHR, - NR2 e –NHCOCH3 (este 

último é moderadamente ativante), grupos que são desativantes do anel 

aromático (meta dirigentes), como -NO2, -N(CH3)3
+, -CN, -CHO, -COR, -SO3H, -

COOH e -COOR, e ainda grupos desativantes orto e para dirigentes, tais como 

–F, -Cl, -Br e –I (MORRISON; BOYD, 1996). 

Todavia, mesmo havendo substituintes é possível fazer prognósticos de 

acordo com as seguintes generalizações: a) Ação de grupos fortemente 

ativantes sobrepõem-se, em geral, à de grupos desativantes ou fracamente 

ativantes, e b) em geral há pouca substituição na posição situada entre dois 

grupos que são meta um em relação ao outro. Em muitos casos, a substituição 

processa-se como se não houvesse espaço suficiente entre eles para que 

ocorra substituição apreciável nesta posição (MORRISON; BOYD, 1996). 

No caso da 4-aminoacetofenona, a qual possui dois substituintes: um 

grupo –COR (desativante, meta dirigente) e um grupo –NHCOCH3 

(moderadamente ativante, orto e para dirigente), apenas um produto a partir de 

reação de mononitração é formado preferencialmente, o 3-nitro-4-N-

acetilaminoacetofenona. 

A reação de substituição eletrofílica do íon nitroílo na 3-

aminoacetofenona se processa sem a predominância de apenas um composto, 

sendo possível a formação de três isômeros devido à ativação diferenciada dos 

dois substituintes do anel aromático em relação às posições preferenciais de 

ataque do íon nitroílo (esquema 1.7). Dependendo das condições reacionais 

apenas 2 isômeros se formam, podendo de acordo com as condições 

empregadas ocorrer variação na proporção entre eles (WATERS, 1945; 

LEONARD; BOYD, 1946).  
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Esquema 1.7: Formação dos isômeros durante reação de nitração a partir da 3-N-

acetilaminoacetofenona 
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 1.4.3. Caracterização Espectrofotométrica dos Compostos Obtidos 

   

 Em geral, os compostos foram obtidos com rendimento médio de 65%, e 

a purificação do produto final feita facilmente através de lavagem com água ou 

recristalização a partir de metanol. 

 A identificação estrutural dos compostos foi feita por espectrofotometria 

de infravermelho e ressonância magnética nuclear (RMN 1H). Através da 

análise dos resultados obtidos por infravermelho, podemos observar a 

presença dos grupos funcionais que caracterizam estas moléculas, ou seja, a 

porção tiossemicarbazona, compostas pelos grupamentos C-N, C=S, C-N-S, N-

N e C=N, conforme apresentado na tabela 1.2, podemos observar a presença 

destes grupamentos em todas as estruturas, havendo alguma modificação na 

frequência de absorção dada à influência de grupos funcionais adicionais 

característicos de cada estrutura, como a presença de grupo nitro aromático, 

ou amina aromática ou alifática. As figuras contendo os espectros obtidos para 

cada composto são mostradas no Apêndice A (pg. 100). 
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Tabela 1.2: Absorções no infravermelho dos compostos derivados de tiossemicarbazona (ν em cm-1) 

R1
R2

R3

N
N NH2

S

H

 

Composto 
R1 R2 R3 deformação de NH C=N      

def. 
axial 

NO2 N-N      
def. 
axial 

N-C-S   
def. 
axial 

C-N       
def. axial 

C=S      
def. 
axial axial angular Def. axi. 

ass. 
Def. axi. 

sim. 
TS1 NH2 H H 3447-

3150 
1590 1622 --- --- 1489 1281 1186 1099 

TS2 H NH2 H 3440-
3144 

1582 1616 --- --- 1485 1281 1246 1101 

TS3 H H NH2 3389-
3163 

--- 1595 --- --- 1541 1308 1244 1018 

TS4 NH2 NO2 H 3466-
3155 

1589 1634 1508 1339 1468 1246 1178 1086 

TS5 NO2 NH2 H 3315-
3165 

1605 1630 1516 1327 1468 1242 1105 1088 

TS6 H NO2 NH2 3389-
3215 

--- 1589 1539 1356 1443 1285 1111 1043 

TS7 H H H 3410-
3148 

--- 1589 --- --- 1512 1288 1096 1096 

TS8 H NO2 H 3395-
3148 

--- 1597 1512 1350 1512 1296 1096 1096 

TS9 NO2 H NH2 3487-
2986 

--- 1596 1512 1342 1512 1288 1096 1096 

TS10 NO2 H OH 3402-
3163 

--- 1604 1512 1342 1512 1265 1064 (C-
O) 

1126 

MTS9* NO2 H NH-(C=O)-
C2H4CO2H 

3493-
3067 

--- 1591 1521 1338 1492 1295 1126 1126 

MTS10** NO2 H O-(C=O)-
C2H4CO2H 

3433-
3163 

--- 1612 1512 1342 1465 1250 1172 1172 

                          * deformação axial C=O amida: 1624 cm-1. ** deformação axial C=O éster: 1728 cm-1 
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 De posse do conhecimento da existência dos grupamentos funcionais 

desejados, evidenciado pela análise de infravermelho, a confirmação estrutural 

foi realizada por RMN 1H, onde o cálculo das integrais da área dos picos nos 

fornece uma importante informação acerca do número de átomos de hidrogênio 

que compõem a molécula, e ainda, através dos valores das constantes de 

acoplamento, podemos predizer a disposição dos grupos funcionais ligados 

diretamente ao anel aromático. O uso das duas técnicas empregadas é o 

suficiente para a caracterização desejada, visto as estruturas serem muito 

semelhantes, o que facilita uma análise comparativa das absorções 

encontradas, e a simplicidade das reações de obtenção dos compostos, uma 

vez que partimos na maioria das vezes de duas substâncias puras adquiridas 

no mercado. Na tabela 1.3 estão atribuídos os deslocamentos químicos de 

RMN 1H (os espectros de RMN são mostrados no Apêndice B pg. 106) 

 Contudo, a molécula TS9 não pode ser adequadamente caracterizada 

por RMN dada sua insuficiente solubilidade nos solventes orgânicos 

deuterados mais usualmente empregados em RMN (DMSO-d6, Metanol-d4, 

D2O, CDCl3, e acetonitrila-d3). Apesar disto, o infravermelho apresenta-se 

consistente com as absorções encontradas nos demais compostos, o que 

sugere a obtenção do composto; e ainda, o composto TS9 foi posteriormente 

derivatizado com um grupamento hemissuccínico, o qual pode ser 

precisamente caracterizado, inclusive através de técnicas bidimensionais de 

RMN HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) (tabela 1.4, o espectro 

se encontra no Apêndice B, pgs. 116 a 118), o que reforça ainda mais a 

obtenção do composto, uma vez que se o primeiro não existisse seu derivado 

não poderia ser obtido. 
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Tabela 1.3: Deslocamento químico (ppm) de RMN 1H dos compostos derivados de tiossemicarbazonas 

R1

R2 R3

N N
NH2

S

H

 
Comp. R1 R2 R3 S=C-NH2 NH CH2 ou 

CH3 

H aromático NH arom. 
ou alif. 

OH alif. CH2-CH2
hemissuc. 

COOH 
hemissuc

. 
TS1 NH2 H H 1H, 7,7 s  

1H, 8,1 s  
1H, 10,0 s 3H, 2,2 s 2H, 6,5 d, J=8,0  

2H, 7,6 d, J=8,0  
2H, 5,5 s --- --- --- 

TS2 H NH2 H 1H, 7,7 s  
1H, 8,3 s  

1H, 10,2 s 3H, 2,2 s 2H, 7,0 d, J=8,0  
1H, 6,6 t, J=8,0  

1H, 7,1 s 

2H, 5,1 s --- --- --- 

TS3 H H NH2 2H, 8,5 sl  1H, 9,4 s 2H, 4,0 s 5H, 7,4-7,6 m  3H, 8,5 sl --- --- --- 
TS4 NH2 NO2 H 2H, 8,2-8,3 m 1H, 10,2 s 3H, 2,2 s 1H, 7,0 d, J=9,0  

1H, 8,2-8,3 m  
1H, 7,9 s  

2H, 7,7 s --- --- --- 

TS5 NO2 NH2 H 1H, 7,9 s  
1H, 8,5 s  

1H, 10,4 s 3H, 2,2 s 1H, 7,3 dd, J=2,0; 9,2 
 1H, 7,9 d, J=9,2 
1H, 7,4 d, J=2,0  

2H, 7,4 s --- --- --- 

TS6 H NO2 H 2H, 8,4-8,5 m 1H, 10,4 s 2H, 4,0 s 2H, 7,8 m 
1H, 8,3 ddd, J=3,0; 3,2 e 6,4 

1H, 8,3 dd, J=1,6 e 3,0 

3H, 8,4-
8,5 m 

--- --- --- 

TS7 H H H 1H, 7,9 s  
1H, 8,3 s  

1H, 10,2 s 3H, 2,3 s 2H, 7,9 m  
3H, 7,4 m  

--- --- --- --- 

TS8 H NO2 H 1H, 8,1 s  
1H, 8,4 s  

1H, 10,4 s 3H, 2,4 s 1H, 8,2 ddd, J=2,2; 2,2 e 8,0 
1H, 7,7 t, J=8,0  

1H, 8,4 ddd, J=2,2; 2,2 e 8,0 
1H, 8,6 t, J=2,2  

--- --- --- --- 

TS10 NO2 H OH 1H, 8,2 s  
1H, 8,6 s  

1H, 11,0 s 2H, 4,8 d 
J=5,3 

4H, 8,2 s   --- 1H, 6,1 t 
J=5,3  

--- --- 

MTS9 NO2 H NH-(C=O)- 
CH2H4CO2H 

2H, 8,1-8,3 m 1H, 8,5 s 2H, 4,3 d 
J=6,0 

4H, 8,1-8,3 m  1H, 8,8 t 
J=6,0  

--- 4H, 2,3-2,5 m 1H, 11,1 s 

MTS10 NO2 H O-(C=O)- 
CH2H4CO2H 

1H, 8,1-8,2 m 
1H, 8,3 s  

1H, 8,6 s  2H, 5,3 s 4H, 8,1-8,2 m  --- --- 4H, 2,4-2,5 m 1H, 10,9 s 
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Tabela 1.4: Deslocamento químico e atribuições para o composto hemissuccinato de 2-amino-

1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS9) 

 

 

 

 

 

 

Grupo δ1H (ppm), mult, J 
em Hz 

δ 13C (ppm) gHMBC 

-NH2 2H, 8,11-8,26 m --- 179,36 
>C=S --- 179,36 --- 
-NH- 1H, 8,52 s --- 179,36 

>C=N- --- 144,30 --- 
1 --- 142,32 --- 
2 4H, 8,11-8,26 m 128,04 123,20; 128,04; 142,32; 

144,30; 147,44 3 123,20 
4 --- 147,44 --- 

-CH2- 2H, 4,33 d J= 6,0 34,51 142,32; 144,30; 172,45 
-C(O)NH- 1H, 8,77 t J= 6,0 --- 34,51; 172,45 
-C=O-NH- --- 172,45 --- 
-CH2-CH2- 4H, 2,31-2,46 m 29,58 e 28,94 29,58; 28,94; 173,55 
-C=O-OH --- 173,55 --- 
-C(O)OH 1H, 11,13 s --- 144,30; 179,36 
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 1.4.4. Teste In Vitro de Atividade Tripanocida  

 

 Os resultados do ensaio de atividade tripanocida in vitro contra cepas Y 

de T. cruzi estão resumidos na tabela 1.5. 

 

Tabela 1.5: Porcentagem de parasitas mortos para cada concentração empregada dos 
compostos ensaiados contra T. cruzi 

composto 100 
µg/mL 

50 
µg/mL 

25 
µg/mL 

10 
µg/mL 

5 
µg/mL 

2,5 
µg/mL 

1 
µg/mL 

IC50 
µg/mL 
(µM) 

N NH

S
NH2

H2N

TS1 

3% --- --- --- --- --- --- --- 

N NH

S
NH2

H2N TS2  

46% 28% --- --- --- --- --- --- 

N NH

S
NH2

NH2 .HCl  
TS3 

30% 1% --- --- --- --- --- --- 

N NH

S
NH2

H2N

O2N
TS4 

--- --- --- --- --- --- --- --- 

N NH

S
NH2

H2N

O2N

TS5 

75% 42% 14% 5% --- --- --- 60,60  
(293,0) 

N NH

S
NH2

NH2
O2N

.HBr

 
TS6 

27% 3% --- --- --- --- --- --- 

N NH

S
NH2

TS7 

91% 62% 30% 5% --- --- --- 37,68  
(195,0) 
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N NH

S
NH2

O2N  
TS8 

48% 46% 43% 16% 3% --- --- --- 

 

N NH

S
NH2

O2N

BrH.H2N  
TS9 

100% 100% 100% 97% 83% 53% 23% 2,13  
(6,4) 

N NH

S
NH2

O2N

HN

O
O

OH

 
MTS9 

99% 98% 85% 76% 54% 30% 15% 4,25  
(12,0) 

O2N

OH
N

NH

NH2S

 
TS10 

100% 100% 92% 51% 8% 2% 1% 9,59  
(37,7) 

O2N

O
N

NH

NH2S

O
OH

O

 
MTS10  

89% 55% 38% 23% 11% 8% --- 41,09  
(116,0) 

 

 Embora o número de compostos sintetizados ser relativamente pequeno, 

é possível abstrair algumas informações acerca de estrutura versus atividade 

nestes compostos em diversos aspectos. Notoriamente, os 4 compostos de 

maior atividade apresentam grupamento nitro em posição para no anel 

aromático, é o caso dos compostos TS9, TS10, MTS9 e MTS10, e ainda todos 

os compostos que apresentam grupo nitro em posição meta no anel foram 

menos ativos que seus isômeros em para ou mesmo sem este grupo, tal como 

os pares TS4 (inativo) e TS5 (IC50=60,60 µg/mL), TS6 (3% inibição a 50 µg/mL) 

e TS9 (IC50=2,13 µg/mL), e TS8 (3% inibição a 5 µg/mL) e TS7 (IC50=37,68 

µg/mL). 
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 A posição do grupamento amina também interfere grandemente na 

atividade biológica dos compostos, observa-se que este grupo não é bem 

tolerado no anel aromático, porém é mais aceito na cadeia lateral, o que é 

observado comparando-se o composto TS9 com TS5, onde o primeiro foi muito 

mais ativo que o segundo. Quando o grupo amínico está no anel, ele é mais 

bem tolerado em posição meta (TS5 e TS2) do que em para (TS4 e TS1), 

porém o ideal parece ser a ausência deste grupamento na molécula, visto o 

composto TS7 apresentar uma atividade superior ao composto TS3. No 

entanto o efeito prejudicial dado pela amina é revertido quando o grupo nitro 

está presente em posição para no anel, exceto no caso da TS5, que apresenta 

uma amina aromática, sendo menos ativo que o composto TS7, onde os 

grupos nitro e amina estão ausentes na molécula. 

 Comparando-se os compostos TS9, TS10, MTS9 e MTS10 observa-se 

que quando a cadeia lateral apresenta um substituinte há uma preferência por 

substituintes de menor peso molecular e mais hidrogenados (-NH2 e –OH) do 

que aqueles maiores e menos hidrogenados (-NH(C=O)-R e –O(C=O)-R). 

 Desta forma, podemos estabelecer algumas relações estrutura x 

atividade: 1º. grupo Nitro aromático: posição para > ausente > posição meta; 

2º. Grupo amina: alifática > aromática em meta > aromática em para, e 3º. 

Cadeia lateral: -CH3 > -CH2-NH2 > -CH2-NH(C=O)-R > -CH2–OH >                      

-CH2–O(C=O)-R.  

 Uma vez que o objetivo deste trabalho foi a obtenção de compostos 

ativos e com grupamento químico passível de sofrer derivatização, o composto 

TS9 cumpriu as expectativas apresentando-se bastante ativo  (IC50=6,4 µM), 

quando comparado ao benznidazol (IC50=34,6 µM), além de possuir grupo 

amina primária, na qual é bastante reativa para uma posterior obtenção de um 

derivado deste composto. 
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1.4.5. Ensaio de mutagenicidade - Teste do micronúcleo 

 

  Uma vez selecionados os 3 compostos de maior atividade (TS9, MTS9 e 

TS10), realizou-se a avaliação da genotoxicidade destes através do teste de 

micronúcleo. Este ensaio foi realizado apenas com 3 compostos pois, por 

empregar 10 camundongos para cada dose de cada composto, seria 

necessário a utilização de uma quantidade muito grande de animais para 

avaliar todos aqueles que apresentaram alguma atividade in vitro contra T. 

cruzi. 

 Os resultados encontrados a partir da análise citológica contendo 

amostras do sangue periférico dos camundongos tratados com os fármacos 

encontram-se na tabela 1.6, onde podemos verificar as frequências médias de 

células micronucleadas, bem como os desvios padrão para cada um dos 

grupos de tratamento. 

 

Tabela 1.6. Número de células micronucleadas por animal, média e desvio padrão (SD) 

Tratamentos 
(mg/Kg p.c.) 

Animais Média SD 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Control + 44 31 53 49 22 47 66 68 38 52 47 14,29 
Control - 2 0 1 2 1 0 1 1 0 0 0,8 0,78 
Control água 1 0 1 0 2 1 1 0 1 0 0,7 0,67 

benznidazol  
100 3 7 4 9 4 6 4 6 1 4 4,8 2,25 

TS9  
50  2 1 0 2 2 1 1 1 2 3 1,05 0,85 
100  3 2 3 2 4 2 0 2 2 2 2,2 1,03 
250  1 3 2 3 5 4 3 8 4 4 3,7 1,89 

TS10  
50  1 3 0 4 5 1 3 0 1 1 1,9 1,73 
100  1 4 1 4 4 3 0 1 3 1 2,2 1,55 
250  4 3 2 5 0 4 2 0 3 0 2,3 1,83 

MTS9  
50  2 2 1 2 2 2 2 3 4 5 2,5 1,18 
100  2 3 1 6 1 2 3 4 3 2 2,7 1,49 
250  3 2 3 4 1 5 3 2 2 3 2,8 1,14 

Control + (Controle Positivo): ciclofosfamida 50 mg/kg p.c.; Control – (Controle Negativo): CMC 

(1%)/Tween (0,2%) 
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  Com base nos resultados mostrados na tabela 1.6, realizou-se a 

comparação entre as médias encontradas baseando-se no teste T estatístico, 

com nível de significância de 5%. As médias foram testadas sempre de duas 

em duas, a tabela 1.7 traz uma matriz contendo todos os valores P calculados. 

 Por ser o único fármaco atualmente disponível no mercado, o 

benznidazol foi adicionado a este ensaio como referência de genotoxicidade do 

que é hoje aceito para o tratamento da doença. A comparação foi feita numa 

única dosagem de 100 mg/Kg p.c., onde todos os grupos tratados apresentam 

diferença significativa do controle negativo (tabela 1.7). Na figura 1.16 vemos o 

histograma das frequências encontradas para cada um dos tratamentos 

realizados. 
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Tabela 1.7. Matriz valor P (Teste T, α=0,05) 

 C + C - C 
água 

BDZ** TS9 (mg/Kg p.c) TS10 (mg/Kg p.c) MTS9 (mg/Kg p.c)
50 100 250 50 100 250 50 100 250 

C + --- <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 
C - <0,001 --- 0,764 <0,001 0,072 0,003 <0,001 0,084 0,020 0,028 0,001 0,002 <0,001 

C água <0,001 <0,001 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 
BDZ ** <0,001 <0,001 --- --- --- 0,002 --- --- 0,008 --- --- 0,024 --- 

TS9 (mg/Kg p.c)  
50 <0,001 0,072 --- --- --- --- --- 0,520 --- --- 0,043 --- --- 
100 <0,001 0,003 --- 0,002 --- --- --- --- 1,000 --- --- 0,396 --- 
250 <0,001 <0,001 --- --- --- --- --- --- --- 0,109 --- --- 0,213

TS10 (mg/Kg p.c)  
50 <0,001 0,084 --- --- 0,520 --- --- --- --- --- 0,376 --- --- 
100 <0,001 0,020 --- 0,008 --- 1,000 --- --- --- --- --- 0,472 --- 
250 <0,001 0,028 --- --- --- --- 0,109 --- --- --- --- --- 0,472

MTS9 (mg/Kg p.c)  
50 <0,001 0,001 --- --- 0,043 --- --- 0,376 --- --- --- --- --- 
100 <0,001 0,002 --- 0,024 --- 0,396 --- --- 0,472 --- --- --- --- 
250 <0,001 <0,001 --- --- --- --- 0,213 --- --- 0,472 --- --- --- 

 

  * Valores em negrito significa não haver diferença significativa entre as médias  

    ** BDZ (benznidazol na concentração de (100 mg/Kg p.c)
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1.5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

 Através das metodologias sintéticas apresentadas, foi possível sintetizar 

e caracterizar os compostos propostos, e assim, obter derivados de 

comprovada atividade tripanocida e com grupo amínico ou hidroxílico ou 

hemissuccínico de fácil derivatização. 

 Com base nos resultados da atividade tripanocida in vitro, pode-se 

observar a importância da presença do grupo nitro nestas estruturas, assim 

como a influência negativa da presença de grupo amina aromática para esta 

atividade.  

 A partir dos 3 compostos de maior atividade biológica, testou-se a 

mutagenicidade destes no Teste de Micronúcleo, sugerindo uma baixa 

atividade mutagênica dos compostos. A mutagenicidade foi ainda menor que a 

encontrada no único fármaco utilizado hoje no Brasil contra a Doença de 

Chagas, o benznidazol. 

 Serão realizados mais ensaios para avaliar o potencial mutagênico 

destas moléculas, como o Teste de Ames e também para avaliar a toxicidade e 

atividade in vivo. 

 Estes três compostos poderão ser derivatizados em sua cadeia lateral, 

gerando compostos híbridos ou Sistemas Fármaco-Dirigido, podendo-se assim 

aumentar a potência ou a especificidade ou diminuir a toxicidade. 

  



 

 

CAPÍTULO 2 

 

 

OBTENÇÃO DE NANOANTICORPOS 
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2.1. INTRODUÇÃO 

 

2.1.1. Utilização de Anticorpos na Terapêutica 
 

O T. cruzi é um parasita eucarionte bem adaptado que apresenta um alto nível 

de variabilidade genotípica, e sua multiplicação nos tecidos do hospedeiro divide com 

as células cancerígenas uma característica marcante, a capacidade para a rápida 

divisão celular. Surpreendentemente, doenças parasitárias e câncer compartilham 

estratégias semelhantes de escape do sistema imunológico. Essas alterações 

imunológicas devem ser adicionadas para avaliação da patogenia e na terapêutica, 

para se buscar alternativas a fim de reduzir respostas imunes não específicas, 

contribuindo para um controle melhor da infecção (OUAISSI; OUAISSI, 2005; 

CHAMOND; et al., 2002). 

  

2.1.2. Anticorpo Monoclonal 
 

O conceito da tecnologia de anticorpo monoclonal (AMC), também denominado 

tecnologia de hibridoma, foi introduzido por Köhler e Milstein (1975), utilizando 

linhagens de células de camundongo que secretam um único tipo de anticorpo com 

uma especificidade única ao antígeno (KÖHLER; MILSTEIN, 1975). Esta tecnologia 

permitiu a produção de anticorpos monoclonais utilizando como antígenos, proteínas, 

carboidratos e ácidos nucléicos. A disponibilidade destes anticorpos monoclonais de 

camundongo (murínico) abriu caminho para aprimoramento de diagnósticos e da 

terapêutica.  Contudo a ampliação da aplicação de anticorpos monoclonais sofre 

severas limitações, como o custo elevado para produção e expressão em sistemas 

mamíferos, inabilidade para aperfeiçoar estes anticorpos utilizando técnicas de 

engenharia genética e, sobretudo, pelo potencial imunogênico de anticorpos de 

camundongo quando administrado em humanos (KUUS-REICHEL; et al., 1994).  
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Para corrigir estas limitações, alguns métodos foram desenvolvidos (figura 2.1): 

1. Na década de 90, avanços na biologia molecular permitiram o emprego de 

Escherichia coli para produção de anticorpos recombinantes não somente 

expressos em células bacterianas contendo fagomídeos (vetores híbridos de 

bactéria e fago), tecnologia denominada de “ Phage display”, permitindo mais 

rapidez na seleção e maior produção de anticorpos específicos (CARMEN; 

JERMUTUS, 2002).  

2. Anticorpos quiméricos que combinam fragmentos de regiões variáveis de 

camundongo com regiões constantes humanas (BOULIANNE; et al., 1984); 

3. Anticorpos humanizados que são inteiramente humanos, exceto pelas regiões de 

ligação com antígeno CDRs de origem de camundongo (RIECHMANN; et al., 

1988), e 

4. Anticorpos humanos desenvolvidos a partir de camundongos transgênicos 

produtores de anticorpos inteiramente humanos (KELLERMANN; GREEN, 2002). 

 

 

 

 

Figura 2.1: Tipos de anticorpos e potencial imunogênico 
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Os anticorpos monoclonais são proteínas que possuem uma grande massa 

molecular média de aproximadamente 150 kDa. Geralmente AMCs possuem uma 

moderada atividade citotóxica e são frequentemente utilizados em associação com 

agentes antineoplásicos. Mesmo nos casos que anticorpos não conjugados possuam 

boa atividade, um artifício utilizado é a conjugação a isótopos radioativos como, por 

exemplo, em Zevalin e Bexxar (CHARI, 2008). 

A tabela 2.1 traz um prospecto deste crescente mercado de vendas globais 

acima de 20 bilhões de dólares. Os nomes genéricos dos AMCs seguem regras de 

nomenclatura, eles sempre terminam em “mab” indicando serem anticorpos 

monoclonais, as letras que precedem esta terminação indicam a fonte genética: a letra 

“o” significa origem murínica e “u” humana, as letras “xi” quimérica e “zu” humanizada. 

(REICHERT; VALGE-ARCHER, 2007). 
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Tabela 2.1: Anticorpos monoclonais aprovados para uso em humanos 

Nome 
genérico 

Nome 
comercial Origem Primeira indicação aprovada 

Ano 
de 

aprovação
muromomab-

CD3 
Orthoclone 

Okt3 
murínica Prevenção de rejeição de 

transplante de rim 
1986 

abciximab Reopro quimérica Prevenção de coágulo sanguíneo 
em angioplastia 

1994 

rituximab Rituxan quimérica Linfoma não Hodgkin 1997 
daclizumab Zenapax humanizada Prevenção de rejeição de 

transplante de fígado 
1997 

basiliximab Simulect quimérica Prevenção de rejeição de 
transplante de fígado 

1998 

palivizumab Synagis humanizada Prevenção de infecção 
respiratória virótica 

1998 

infliximab Remicade quimérica Doença de Chron 1998 
trastuzumab Herceptin humanizada Câncer de mama 1998 
alemtuzumab Campath-1H humanizada Leucemia mielóide crônica 2001 
ibritumomab 

tiuxetan 
Zevalin murínica Linfoma não Hodgkin 2002 

adalimumab Humira humana Artrite reumatóide 2002 
omalizumab Xolair humanizada Asma 2003 

tositumomab-
I131 

Bexxar murínica Linfoma não Hodgkin 2003 

efalizumab Raptiva humanizada Psoríase 2003 
cetuximab Erbitux quimérica Câncer coloretal 2004 

bevacizumab Avastin humanizada Câncer coloretal 2004 
natalizumab Tysabri humanizada Esclerose múltipla 2004 
ranibizumab Lucentis humanizada Degeneração macular 2006 

panitumumab Vectibix humana Câncer coloretal 2006 
eculizumab Soliris humanizada Hemoglobinúria paroxística 

noturna 
2007 

certolizumab 
pegol 

Cimzia humanizada Doença de Chron 2008 
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 2.1.3. Sistema Conjugado Fármaco-Anticorpo  

 O Sistema Conjugado Fármaco-Anticorpo é um tipo de pró-fármaco denominado 

fármaco dirigido. Os transportadores utilizados nesta forma latente são capazes de 

transportar os fármacos seletivamente do local de administração até o sítio de ação 

(receptores específicos) e no local de ação ou próximo dele ocorre a liberação da 

porção ativa. O objetivo principal do fármaco dirigido é minimizar as reações adversas 

provocadas pela ação inespecífica do fármaco em outros alvos, diminuindo, portanto, a 

toxicidade (CHUNG; FERREIRA, 1999). 

 Os transportadores mais interessantes utilizados nesta forma latente são 

aqueles que interagem especificamente com os sítios presentes na superfície das 

células-alvo. Os fármacos podem ser ativados após a endocitose do conjugado 

fármaco-transportador pela própria célula alvo mediante ação de hidrolases ácidas 

presentes no compartimento lisossômico intracelular (CHUNG; FERREIRA, 1999). 

 Os transportadores macromoleculares como anticorpos monoclonais, albumina, 

lecetinas, hormônios peptídicos e glicoproteínas são os mais empregados com o 

objetivo de se obter formas latentes altamente seletivas (CHUNG; FERREIRA, 1999).  

 O Sistema Fármaco-Anticorpo Conjugado torna-se interessante na medida em 

que o anticorpo, apesar de possuir uma ótima afinidade ao antígeno, não é 

suficientemente citotóxico e o fármaco altamente citotóxico não é seletivo e ainda pode 

possuir uma baixa biodisponibilidade. Neste sistema, três componentes são 

imprecindíveis: o anticorpo monoclonal, o agente citotóxico e o agente ligante que 

conecta o anticorpo ao fármaco. (CHARI, 2008). 

Preferivelmente um conjugado fármaco-anticorpo deve permanecer inativo na 

circulação sanguínea até que alcance seu alvo, após isto, deve ser internalizado por 

endocitose mediada por receptor e finalmente, dentro da célula alvo ocorre a quebra da 

ligação entre o fármaco e o anticorpo. A ligação ocorre na amina da cadeia lateral de 

lisinas. Existem cerca de 80 lisinas em um anticorpo, apenas 10 são acessíveis para 

formação de uma ligação, mas, em média, 4 moléculas de fármaco são ligadas ao 
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anticorpo, pois a ligação de um número maior é impossibilitada devido a insolubilidade 

da maioria dos fármacos citotóxicos no meio aquoso que é utilizado para manutenção 

do anticorpo em solução e também um grande número de moléculas ligadas pode 

alterar a farmacocinética do anticorpo in vivo ou diminuir a afinidade com seu antígeno 

(CHARI, 2008). 

O anticorpo selecionado para este sistema deve se ligar seletivamente às 

células alvo e não deve interagir com outros tipos celulares, ter alta afinidade e o seu 

antígeno e possuir uma alta expressão na superfície da célula alvo e anticorpos 

murínicos devem ser trocados por formas menos imunogênicas (formas humanizadas) 

(CHARI, 2008). 

Os agentes citotóxicos devem ter as seguintes propriedades: alta potência in 

vitro com IC50 de 0,01 – 0,1 nM frente a linhagem de células tumorais, um grupo 

funcional capaz de sofrer derivatização para ligação com o anticorpo e é desejável que 

estes agentes possuam uma solubilidade em água razoável e uma estabilidade 

prolongada neste meio que é comumente empregado para anticorpos (CHARI, 2008). 

O agente ligante deve ser escolhido de modo a proporcionar estabilidade na 

circulação sanguínea, mas permitindo a liberação do fármaco rapidamente dentro das 

células alvo e por último, esse conjugado deve permanecer estável em solução aquosa 

para permitir formulações para administração endovenosa (CHARI, 2008). 

Os três tipos de agentes ligantes mais empregados são: ligantes lábeis a ácido, 

ligantes lábeis a peptidase e ligantes dissulfídicos. Os ligantes dissulfídicos apresentam 

como vantagens a estabilidade em pH fisiológico, uma quantidade de glutationa 

reduzida, que é responsável pela cisão de ligações dissulfídicas, em quantidade 

milimolar dentro de células cancerígenas enquanto que na circulação sanguínea está 

presente em uma concentração micromolar (ELIAS; et al., 1990; MEISTER; 

ANDERSON, 1983). 

O mais bem sucedido conjugado fármaco-anticorpo é o conjugado de anticorpo 

humanizado anti-CD33 e caliqueamicina, denominado Mylotarg (figura 2.2), para o 
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 2.1.5. Nanoanticorpos de Camelídeos VHH 

Muydermans et al. (1993) descobriram que dromedários e lhamas (camelídeos) 

possuem um tipo único de anticorpo isento de cadeia leve e de CH1, tendo, portanto 

uma menor massa molecular (figura 2.3). Como a cadeia leve é ausente este anticorpo 

se liga ao antígeno específico por um único domínio de cadeia pesada denominado 

pelo autor de VHH. O VHH possui vantagens quando comparado a Fv (fragmento 

variável), ou scFv (fragmeto variável de cadeia simples) como facilidade de obtenção, 

pois apenas um domínio tem que ser clonado e expressado, resultando em altos 

rendimentos e fácil purificação, altamente solúvel e estável, possui uma alta afinidade 

ao antígeno, e é altamente difundível em tecidos. Além dessas vantagens apresenta 

uma homologia semelhante a fragmentos VH (cadeia pesada variável) humanos e 

baixa imunogenicidade (HAMERS-CASTERMAN; et al., 1993; HOELZER; et al., 1998; 

NGUYEN; et al., 2001; MUYLDERMANS, 2001). Todas estas qualidades sugerem que 

estes fragmentos possam desempenhar melhor papel em diagnóstico e na terapêutica 

que anticorpos convencionais e seus fragmentos. 

 

Figura 2.3: Estruturas do anticorpo clássico e do anticorpo de cadeia pesada de camelídeo 
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2.2. OBJETIVO 

 

 O objetivo deste trabalho foi a obtenção de nanoanticorpos anti-

transialidase, derivados de Camelidae que se ligam a antígenos de 

transialidase (TS) e da glicoproteína recombinante J-18. 
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2.3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 2.3.1. Materiais 

 2.3.1.1. Obtenção de Nanoanticorpos Anti-Transialidase e Anti-J-18 

 

Extração dos linfócitos 

Água livre de RNAse por tratamento com DEPC (dietilpirocarbonato); 

lymphoprep (Nycomed), e Tampão A (para 100 mL: tiocianato de guanidina- 

47,20 g; ácido cítrico- 0,74 g; lauril sarcosina- 0,50 g). 

 

Preparação do cDNA 

tampão (5X Supercript II RNAse H- kit transcriptase reversa); DTT (ditiotreitol); 

dNTPs (bases nitrogenadas); HPRI (inibidor de RNase placentária humana, 40 

U/ µL), e  detranscriptase (200 u/ µL). 

 

Construção da biblioteca de VHH no vetor pHEN4 

primers CALL001 (GTC.CTG.GCT.CTT.CTA.CAA.GG) e CALL002 

(GGT.ACG.TGC.TGT.TGA.ACT.GTT.CC); Taq polimerase (5U/ µL); dNTPs 

20mM (5mM de cada dNTP); gel de agarose 1% com brometo de etídeo; 

tampão TBE para eletroforese; kit de extração em gel (Qiaquick PCR); primers 

A6E (GAT.GTG.CAG.CTG.CAG.GAG.TCT.GGA/G.GGA.GG) e FR4FOR 

(GGA.CTA.GTG.CGG.CCG.CTG.GAG.ACG.GTG.ACC.TGG.GT); enzimas de 

restrição PstI e NotI (Roche); enzima T4 ligase (5U/µL); tampão 10x ligation; 

meio SOB (para 100 mL: peptona- 2g; extrato de levedura- 0,5 g- NaCl 2M-0,5 

mL; KCl 250 mM- 1 mL); meio SOC (a partir de 25 mL de meio SOB, adicionar: 

glicose a 20%- 500 µL; MgSO4- 250 µL; MgCl2- 125 µL), e placa de petri com 

meio LB-ágar (glicose 2% e ampicilina); meio LB (1% de triptona, 0,5% de 

extrato de levedura, 0,5% de NaCl e 1,5% de ágar). 
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Panning (Etapa de seleção de nonoanticorpos específicos) 

Meio 2xTY (para 1L: triptona/peptona-16 g; levedura- 10 g; NaCl- 5g); PBS 

(solução tampão de fosfato); IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosídeo). 

 

Inserção dos genes do VHH no vetor pBAD/gIII 

Solução S1 (glicose 50 mM, Tris 25mM e EDTA 10 mM), solução S2 (NaOH 

0,2M e SDS 1%, solução S3 (acetato de potássio 3M e ácido acético 5M), Taq 

polimerase (5U/ µL) (Roche), tampão de PCR 10 vezes concentrado (Roche), 

Fwd pBAD NcoI, Rev pBAD SalI, enzima NcoI (Roche), enzima SalI (Roche), L-

arabinose, enzima T4 ligase (5U/µL), tampão 10x ligation e meio RM (Para 1L 

de solução: 6g de Na2HPO4, 3g de KH2PO4, 0,5g de NaCl, 1g de NH4Cl e 90mL 

de água, 1mL de MgCl2 1M, 10 mL de glicose 20% 1 mL de ampicilina 100 

mg/mL) 

 

2.3.2. Métodos 

 Os procedimentos experimentais detalhados estão descritos no Anexo B 

(pg.138). 

 

 2.3.2.1. Obtenção de Nanoanticorpos Anti-Transialidase e Anti-J-18 

 

 Amostras dos antígenos transialidase (TS) e J-18 foram cedidos pela 

Profa. Dra. Nobuko Yoshida da UNIFESP (Universidade Federal de São 

Paulo), Instituto de Ciências Biológicas, Laboratório de Parasitologia. Enquanto 

a TS trata-se da enzima em sua totalidade, o antígeno J-18 é uma proteína 

recombinante derivada de gp82 fundida a glutationa S-transferase. Os 

antígenos foram enviados para o Laboratório Central de pesquisa veterinária 

em Dubai (Emirados Árabes Unidos), onde foram inoculadas em dromedário. 
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 A obtenção dos clones que continham o vetor pHEN4 com os genes dos 

anticorpos anti-transialidase e anti-J18 foi realizada por mim no Instituto de 

Biotecnologia da Universidade Livre de Bruxelas, sob coordenação do Prof. Dr. 

Serge Muyldermans, em Bruxelas (Be) durante um período de cinco meses e 

meio. A posterior troca para vetor de expressão, pBAD/gIII, foi realizada no 

Laboratório de Parasitologia (UNIFESP), sob coordenação da Profa. Dra. 

Nobuko Yoshida e do Doutor Rafael Miyzawa Martins durante 3 meses.  

 A partir do sangue imunizado de dromedário coletado após 45 dias, 

extraíram-se os linfócitos e preparou-se o cDNA a partir de seu material 

genético (RNA). O material foi amplificado utilizando 2 primers, call 001 e call 

002. Um anela-se a região constante 1 dos VHHs ou de VHs convencionais, 

enquanto o outro se anela a região CH2, dando origem a dois tipos de 

fragmentos: VH-CH1-CH2 (900 pares de bases) e o que contém o VHH (600 

pares de bases). Através de purificação em gel de agarose foi removido o 

fragmento referente a 900 pares de bases. Uma nova amplificação dos 

fragmentos de 600 pares de bases foi realizada, utilizando os primers A6E e 

FR4FOR, para introduzir os sítios de restrições das enzimas PstI e NotI que 

foram úteis para inserção no vetor.  Estes fragmentos foram então inseridos no 

vetor pHEN4, criando-se assim uma biblioteca de genes VHH em E. coli TG1 

(figura 2.4). 

 Através de técnica de panning, selecionou-se dentre as colônias de 

células TG1 os clones antígeno-específicos, que continham os anticorpos 

desejados. 

 Após selecionados os clones, os genes que continham os anticorpos 

foram amplificados por PCR e seus nucleotídeos sequenciados. 
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 Uma nova amplificação foi realizada a esses fragmentos para inserção 

de sitos de restrição de diferentes enzimas para incorporação em outro vetor. 

Os DNAs dos anticorpos foram digeridos, assim como o vetor de expressão 

pBAD/gIII, e seus fragmentos foram ligados e expressos em colônias 

expressantes a fim de se obter os nanoanticorpos. 

 

Figura 2.4: Método geral para obtenção de VHHs 
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 O pHEN4 contem uma origem de replicação de fago, M13 ori, a qual 

permite que o genoma seja empacotado juntamente com partículas do fago; 

uma origem de replicação em E. coli, colE1ori, que confere ao fagemídeo 

capacidade de replicação nas células hospedeiras E. coli; um gene que confere 

resistência a ampicilina, para seleção de colônias que contenham este 

fagemídeo; um peptídeo de secreção, pel B, para secreção da proteína III do 

fago fundida ao VHH ao espaço periplasmático da bactéria; uma sequência tag, 

gene que dá origem ao decapeptídeo YPYDVPDYGS, necessário para 

detecção por Elisa através de anti-tag; fd-g III, sequência de gene III que 

codifica a proteína III do fago, responsável pela infecção do fago e pela 

liberação de proteínas do fago; um fragmento do vetor pLacZ, com uma origem 

pUC de replicação, e que contém o promotor lacZ responsável pela regulação 

da expressão, promovida por IPTG e inibida por glicose, e um códon amber 

entre a sequência tag e a fd-g III que confere a oportunidade de produção da 

proteína fundida a proteína do fago, quando é utilizada cepa de E. coli não 

supressora como por exemplo a TG1, ou produzir anticorpos solúveis utilizando 

cepas de E. coli supressoras (VRIJE UNIVERSITEIT BRUSSELS, 1996). 

 A porcentagem das colônias produtoras de VHH dentre todas as 

colônias obtidas da preparação da biblioteca de VHH pode ser visualizada na 

figura 2.6. Observa-se nesta figura a eletroforese após a amplificação por PCR 

de 31 colônias, a banda de aproximadamente 700 pares de base (indicada em 

negrito) refere-se ao VHH, sendo assim, aquelas colônias onde não se 

encontra esta banda não produzem VHH. Desta forma, podemos calcular a 

qualidade da biblioteca através da porcentagem de colônias produtoras de 

VHH, que deve ser no mínimo de 70%. Como mostrado na fotografia da figura 

2.6, verifica-se a presença desta banda em 29 das 31 colônias analisadas, o 

que nos dá uma porcentagem de 93,55%, caracterizando uma excelente 

biblioteca. 
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Figura 2.6: Eletroforese em gel de agarose das colônias da biblioteca de VHH 

 

      

 A partir da obtenção da biblioteca, realizou-se a seleção das colônias 

(panning) em três etapas. Para realização do panning foi necessário utilizar o 

helper fago M13KO7, pois o fagemídeo é incapaz de produzir partículas de 

fago sozinho, este fago auxiliar fornece os genes que são fundamentais para 

replicação do fago. O bacteriófago M13 é somente capaz de infectar bactérias 

que contenham F-pilus, pois a infecção é mediada pela interação entre a 

proteína III do fago e o F-pilus da bactéria hospedeira. Fagos filamentosos têm 

a característica de não lisarem a célula infectada, sendo capazes de se replicar 

e serem secretados sem matarem a bactéria hospedeira, enquanto a célula 

hospedeira continua a crescer e a se dividir (figura 2.7). As colônias que 

continham o fagemídeo foram intensamente infectadas pelo helper fago e que 

através da seleção (panning) foi possível o enriquecimento produzindo cepas 

altamente produtoras de VHH. A cada etapa de panning, os fagos que não 

expressavam VHH contra TS e J-18 foram eliminados pela lavagem com PBS e 

tween, restando somente aqueles que apresentaram forte afinidade pelo 

antígeno aderido ao poço da placa de Elisa. Estes fagos foram removidos, com 

auxílio de trietilamina, para serem novamente utilizados, para reinfecção de 

bactérias TG1 em crescimento em novo meio, para uma próxima etapa de 
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seleção. Desta forma, este meio de cultivo tornou-se enriquecido com as 

bactérias produtoras dos anticorpos de interesse. 

 

 
 

Figura 2.7: Interação entre o helper fago e o bacteriófago M13 

  

 Foram selecionadas de maneira aleatória, 48 colônias das 2ª e 3ª etapas 

de cada antígeno para escolha das colônias melhores produtoras de 

anticorpos. Para o antígeno TS, 28 colônias da segunda etapa e 41 da terceira, 

totalizando 69 das 96 colônias analisadas, apresentaram elevada absorbância 

no UV (405 nm) em relação aos respectivos brancos, indicando uma boa 

produção de anticorpos destas colônias; para o antígeno J-18, boa absorção foi 

registrada em 6 colônias da segunda etapa de seleção e 4 colônias da terceira 

etapa, totalizando 10 colônias entre 96 analisadas. O enriquecimento das 

etapas de seleção em relação a biblioteca, verificado por Elisa, pode ser 

visualizado nas tabelas 2.2 e 2.3. 
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Tabela 2.2. Resultados de Elisa para o antígeno J-18 

 Biblioteca 1ª etapa 2ª etapa 3ª etapa branco 

Ag + 0,302 0,155 0,910 0,860 0,052 

Ag - 0,155 0,102 0,351 0,120 0,059 

(Ag+ - Ag-) 0,147 0,053 0,559 0,740 0,007 
Ag + = coberto com antígeno; Ag - = sem antígeno 

 
Tabela 2.3. Resultados de Elisa para o antígeno TS 

 Biblioteca 1ª etapa 2ª etapa 3ª etapa branco 

Ag + 0,642 1,164 1,081 1,121 0,060 

Ag - 0,095 0,313 0,200 0,178 0,055 

(Ag+ - Ag-) 0,547 0,851 0,881 0,943 0,005 
Ag + = coberto com antígeno; Ag - = sem antígeno 

 

 Observa-se na tabela 2.2 que houve um grande aumento na densidade 

ótica observada nas 2ª e 3ª etapas para o J-18 em comparação com a 1ª 

etapa, mostrando o enriquecimento obtido. Já observando a tabela 2.3, vemos 

o enriquecimento da 1ª etapa em relação a biblioteca, e a cada etapa de 

seleção visualizamos uma menor quantidade de nanoanticorpos inespecíficos 

que se aderiram a placa de Elisa, e que a densidade ótica da TS foi em geral 

maior que a do J-18, indicando uma maior produção de nanoanticorpos a partir 

do antígeno TS. 

 Para fazer uma subseleção de um grande número de clones positivos, 

foi realizada uma análise de Hinf (uma digestão do DNA que geram diferentes 

tamanhos de fragmentos, de modo geral, fragmentos iguais significam 

sequencias iguais), e de acordo com as diferenças nos padrões de digestão 

visualizados no gel de agarose, os clones foram preparados e enviados para 

sequenciamento. Assim, duas colônias do antígeno J-18 foram descartadas por 

apresentarem semelhante padrão de digestão, o que indica que produzem 

anticorpos muito semelhantes ou mesmo iguais, atuando sobre o mesmo 

epítopo, da mesma forma, 18 clones para o antígeno TS foram selecionados. 

Assim, 26 clones no total foram enviados para sequenciamento de 

nucleotídeos. 
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 As sequencias de aminoácidos que compõem os VHHs obtidos estão 

mostrados no Apêndice C (pg.121). 

 A obtenção de anticorpos solúveis a partir do vetor pHEN4 e bactérias 

supressoras, seria um método dispendioso, visto que necessitaria da 

realização de uma cromatografia de afinidade, utilizando uma matriz de 

afinidade que contenha anticorpo anti-HA tag. O recurso mais barato utiilizado 

foi a troca de vetor, através da inserção do fragmento de DNA que continha o 

nanoanticorpo ao vetor pBad/gIII. Este novo vetor contém a sequencia (His)6, 

ou seja, seis histidinas ligadas, que permite uma purificação rápida por 

cromatografia utilizando níquel quelado, permitindo a imobilização de proteínas 

que contenham a cauda de (His)6. 

 O vetor pBAD/gIII (figura 2.8) possui uma sequencia denomidada 

araBAD promoter, que promove a expressão de genes de plasmídeos 

controlada pela concentração de arabinose no meio de cultura; uma sequencia 

de ligação ribossômica otimizada, que aumenta a eficiência da expressão da 

proteína fundida recombinante; uma sequencia de iniciação denominada ATG 

que providencia uma sequencia de iniciação da tradução para a proteína 

fundida; um sinal de secreção de gene III, que permite a secreção da proteína 

recombinante no espaço periplasmático; uma sequencia de clonagem múltipla 

(MCS), para inserção do gene escolhido utilizando enzimas de restrição; uma 

sequencia de epitopo C-terminal myc tag, que permite a deteção da proteína 

fundida pelo anticorpo anti-Myc; uma região C-terminal de polihistidina, que 

forma um sítio de ligação com metal, útil para purificação em cromatografia de 

afinidade em resina quelada com níquel, permitindo também, a deteção de 

proteína recombinante com anticorpo anti-His; uma sequencia rrnB de 

terminação de transcrição (término); um gene de resistência a ampicilina, que 

permite a seleção do plasmídeo na E. coli; uma sequencia pBR322 origin,  que 

permite poucas cópias de replicação por célula de E. coli, e araC gene;  que 

regula positivamente a atividade do araBAD promoter na presença de 

arabinose (EVANS, et al., 1985; SCHLEIF, 1992; RAPOZA; WEBSTER, 1993; 

GUZMAN, et al., 1995). 

  



____________________________________________________Resultados e Discussão          81 
 

_____________________________________________________________________________
Lorena Blau 

 
 

 
Figura 2.8: Mapa genético do vetor pBAD/gIII 

 

 Para realizar a troca de vetor foi necessário, obter novos primers para 

acrescentar as sequencias de clivagem das enzimas de restrição presentes no 

novo vetor e para produzir através de PCR a sequencia dos VHHs para 

inserção neste novo vetor. Os primers selecionados foram Fwd pBAD NcoI, 

que se anela na fita antisense (3’ - 5’ do gene VHH) e o Rev pBAD SalI que se 

anela a fita sense (5 ’- 3’ do gene VHH). No primer Fwd pBAD NcoI, o 

nucleotídeo CAG que codifica o aminoácido glutamina (Q), o primeiro 

aminoácido do VHH, foi trocado por GAA que codifica o aminoácido ácido 

glutâmico (E), para que não fosse preciso inserir mais um códon no primer, 

para que a enzima NcoI pudesse ter seu sítio de ação (figura 2.9). 
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Figura 2.9: Primers do VHH para troca de vetor 

 

 Após a troca de vetor o gene de um clone foi expresso em quadruplicata 

com a indução de L-arabinose e sem a indução. A figura 2.10 mostra a 

intensidade da banda entre 10 e 20 kDa dos clones induzidos e não induzidos, 

sugerindo a expressão do nanoanticorpo desejado. 
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Figura 2.10: Eletroforese dos clones não induzidos (NI) e induzidos (I) por L-arabinose 

 

 Através da tecnologia de “Phage display” foi possível obter 

nanoanticorpos contra os antígenos de transialidase e J-18. No entanto a 

obtenção de um Sistema Fármaco- Anticorpo Dirigido não será possível de se 

realizar com os nanoanticorpos anti-transialidase, visto que o antígeno 

escolhido, a transialidase, está aderido à âncora GPI (Glicosilfosfatidilinositol) 

na forma tripomastigota de T. cruzi e possui a capacidade de se clivar desta 

âncora liberando-se para circulação sanguínea, fazendo com que o anticorpo 

não direcione a substância ativa ao alvo celular, mas sim a uma proteína livre 

na circulação sanguínea. Com esta característica o antígeno transialidase 

torna-se inapropriado para a realização de um Sistema fármaco-anticorpo 

dirigido. 
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2.5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

A partir de linfócitos de sangue de dromedário e através da tecnologia de 

“Phage Display” foi possível selecionar os nanoanticorpos contra TS e J-18 de 

maneira eficiente e também foi possível a troca de vetor para um vetor de 

expressão, para que fosse expresso com sucesso um desses nanoanticorpos. 

Os nanoanticorpos contra J-18 poderão ser testados para inibição da 

transmissão por via oral em camundongos, visto que a proteína gp82 é uma 

molécula de adesão do T. cruzi que induz aumento na concentração de Ca+2 

que é um evento fundamental no processo de invasão pelo T cruzi. 

Com os nanoanticorpos contra transialidase, será possível selecionar os 

nanoanticorpos que atuam contra o sítio catalítico desta enzima, e ainda 

realizar a produção de anticorpos biespecíficos para recrutar efetivamente 

células efetoras citotóxicas do sistema imunológico contra células-alvo 

patogênicas. 
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GLOSSÁRIO 

 

A6G   Primer (GAT.GTG.CAG.CTG.CAG.GAG.TCT.GGA/G.GGA.GG) 

AMC   Anticorpo monoclonal 

TCR   Receptor de célula T 

Call001   Primer (GTC.CTG.GCT.CTT.CTA.CAA.GG) 

Call002   Primer (GGT.ACG.TGC.TGT.TGA.ACT.GTT.CC) 

Cap   região de interação da cruzipaína 

CDR   Regiões de ligação com o antígeno 

CH   Cadeia pesada 

CMC   Carboximetilcelulose 

CRP   Proteínas regulatórias do complemento 

DEPC   Dietilcianofosfonato 

dNTPs   Bases nucleotídicas 

DTT   Ditiotreitol 

Fab    Fragmento de ligação com o antígeno 

F(ab’)2 Dois fragmentos Fab gerados a partir da digestão com papaína do anticorpo 
inteiro 

Fas   Complexo sinalizante de morte induzida 

FasL Proteína transmembrana II pertencente à família de fator de necrose tumoral 
(TNF) 

Fc   Região de fragmento cristalizável 

FR4FOR Primer (GGA.CTA.GTG.CGG.CCG.CTG.GAG.ACG.GTG.ACC.TGG.GT) 

Gal-1   Proteína imunorregulatória galecetina-1 

GIPL   Glicoinositolfosfolipídeos 

GPI   Glicosilfosfatidilinositol 

GP82 Glicoproteína de superfície presente nas formas metacíclicas de T. cruzi, 
pertencentes à grande família das transialidases 

HPRI   Inibidor de RNAse placentária humana 
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IPTG   Isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo 

J-18 Proteína recombinante derivada de GP82 fundida a glutationa S-transferase 

Lit   Infusão de fígado e triptose 

Lumo                             Orbital molecular desocupado de mais baixa energia 

MTT   brometo de [3-(4,5-dimetiltiasol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] 

P1, P1’, P2   Regiões de interação da cruzipaína 

pBAD-GIII  Vetor de expressão 

PBS   Solução tampão fosfato 

PBST   PBS acrescido de tween 

PCR   Reação em cadeia da polimerase 

pHEN4   Vetor de seleção 

QSAR   Relações quantitativas de estrutura-atividade 

SAPA                             Shed acute phase antigen 

SAR   Relações estrutura atividade 

SDS   Dodecilsulfato de sódio (laurilsulfato de sódio) 

SN2   Reação de substituição nucleofílica de segunda ordem 

Taq polimerase Polimerase de DNA termoestável   

TBE Solução tampão constituída de base Tris, ácido bórico, EDTA e água 

Tc52 Proteína fundamental para o processo infeccioso do T. cruzi. Age na célula do 
sistema imunológico humano inibindo a síntese de interleucina-2  

TG1   Cepa de E. coli 

TS   Transialidase 

VH Fragmento variável de cadeia pesada de reconhecimento do antígeno  

VHH   Nanoanticorpos de camelídeos 

VL Fragmento variável de cadeia pesada de reconhecimento do antígeno  

β-Gal   Beta galctosidase 
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 APÊNDICE A - Espectros de infravermelho  

 

(pastilhas de KBr (ν =cm-1)) 
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Composto TS7 

 

 

 

 

Composto TS8 
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Composto TS9 

 

 

 

 

Composto TS10 
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Composto MTS9 

 

 

 

 

Composto MTS10 
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APÊNDICE B - Espectros de RMN 

4-aminoacetofenona tiossemicarbazona (TS-1)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 1H, 7,72 s; 1H, 8,10 s 0,99; 0,96 
2 1H, 9,97 s 1,00 
3 3H, 2,19 s 3,00 
4  2H, 6,53 d, J=8,0 2,01 
5  2H, 7,62 d, J=8,0 2,02 
6 2H, 5,46 s 1,97 

Espectro de RMN 1H do composto 4-aminoacetofenona tiossemicarbazona e quadro de 

atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (400 MHz, DMSO-d6) 

N NH
NH2

S

4-aminoacetofenona
tiossemicarbazona

1

2

34

5

6
H2N

4

5

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

3.002.02 2.01 1.971.00 0.96

água

DMSO-d6

TMS
9.

97

8.
10

7.
72

7.
63

7.
61

6.
54

6.
52

5.
46

2.
19

0.
00
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3-aminoacetofenona tiossemicarbazona (TS-2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 1H, 7,68 s; 1H, 8,31 s 0,91;0,95 
2 1H, 10,20 s 0,99 
3 3H, 2,22 s 3,00 
4  2H, 7,03 d J= 8,0 2,02 
5 1H, 6,60 t J= 8,0 1,02 
6 1H, 7,10 s 1,00 
7 2H, 5,05 s 2,02 

Espectro de RMN 1H do composto 3-aminoacetofenona tiossemicarbazona e quadro de 

atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (400 MHz, DMSO-d6) 

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

3.002.022.02 1.020.99 0.95 0.91

água

DMSO-d6 TMS

10
.2

0

8.
31

7.
68

7.
10

7.
03

7.
02

6.
60

5.
05

2.
22

0.
00

H2N

N NH
NH2

S

3-aminoacetofenona
  tiossemicarbazona

1

2

3

45

7

4

6
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2-amino-1-feniletan-1-ona tiossemicarbazona (TS-3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 2H, 8,54 sl 4,78 
2 1H, 9,35 s 0,81 
3 2H, 3,99 s 1,86 
4 3H, 8,54 sl 4,78 

5 a 9 5H, 7,42– 7,57 m 5,24 
 

Espectro de RMN 1H do composto 2-amino-1-feniletan-1-ona tiossemicarbazona e quadro de 

atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (200 MHz, DMSO-d6) 

N
N
H

NH2

S

-Cl+H3N
1

23

4

5
6

7

8
9

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

5.244.78 1.860.81

DMSO-d6

9.
35

8.
54

7.
57

7.
54

7.
44 7.
42

3.
99

2.
49

7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0

5.24

7.
57

7.
54

7.
44

7.
42
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4-amino-3-nitroacetofenona tiossemicarbazona (TS-4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 2H, 8,21 – 8,25 m 3,02 
2 1H, 10,17 s 1,02 
3 3H, 2,24 s 3,00 
4 1H, 7,00 d J=9,0 1,01 
5 1H, 8,21 – 8,25 m 3,02 
6 1H, 7,92 s 1,02 
7 2H, 7,68 s 2,02 

Espectro de RMN 1H do composto 4-amino-3-nitroacetofenona tiossemicarbazona e quadro de 

atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (500 MHz, DMSO-d6) 

8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 8.05

3.02

8.
25 8.

24
8.

23
8.

23
8.

21
8.

21
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

3.02 3.002.021.021.02 1.01

DMSO-d6

10
.1

7

8.
24

8.
23

8.
21

8.
21

7.
92

7.
68

7.
00

6.
99

2.
49

2.
24

N
N
H

NH2

S

1

H2N

O2N

23

4
5

6

7

8.0 7.5 7.0

2.021.02 1.01

7.
92

7.
68

7.
00

6.
99
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3-amino-4-nitroacetofenona tiossemicarbazona (TS-5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 1H, 7.90 s; 1H, 8.45 s 1.99; 0.94 
2 1H, 10.39 s 1.00 
3 3H, 2.24 s 3.12 
4 1H, 7.31 dd J= 2.00; 9,20 1,19 
5 1H, 7,89 d J= 9,20 1.99 
6 1H, 7.44 d J= 2.00 1.08 
7 2H, 7.36 s 1.91 

Espectro de RMN 1H do composto 3-amino-4-nitroacetofenona tiossemicarbazona e quadro de 

atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (500 MHz, DMSO-d6) 

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

3.121.99 1.911.00 0.94

water DMSO-d6

10
.3

9

8.
45

7.
90

7.
87

7.
43

7.
36

7.
33

7.
33

7.
30

2.
49

2.
24

8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1

1.99 1.91 1.191.08

7.
90

7.
87

7.
44 7.

43

7.
36

7.
33

7.
33

7.
30

7.
30

N
N
H

NH2

S

1

O2N

H2N

23

4
5

67
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2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona tiossemicarbazona (TS-6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 2H, 8,44 – 8,45 m 4,72 
2 1H, 10,36 s 0,95 
3 3H, 8,44 – 8,45 m 4,72 
4 2H, 4,03 s 2,00 

5 e 6 2H, 7,80 – 7,82 m 2,03 
7 1H, 8,33 ddd J= 2,96; 3,20; 6,42 1,28 
8 1H, 8,25 dd J=1,6; 2,96 1,13 

Espectro de RMN 1H do composto 2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona tiossemicarbazona e 

quadro de atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (300 MHz, DMSO-d6) 

8.50 8.45 8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75

4.72 2.031.28 1.13

8.
45 8.
44

8.
35

8.
34 8.
34

8.
33

8.
31

8.
31

8.
25

8.
25

8.
24

7.
82 7.

82
7.

81
7.

80

NH3
+

N
N
H

NH2

S

O2N 12

3
4

5
6

7

8
Cl-
Br-

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

4.72 2.03 2.001.130.95

10
.3

6

8.
45

8.
44

8.
31

8.
25

8.
24

7.
82

7.
80

4.
03

NH3
+

N
N
H

NH2

S

O2N 12

3
4

5
6

7

8
Cl-
Br-
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acetofenona tiossemicarbazona (TS-7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 1H, 7,89 s; 1H, 8,25 s 0,75; 0,84 
2 1H, 10,17 s 0,91 
3 3H, 2,29 s 3,21 
4 2H, 7,91 m 2,03 

5 e 6 3H, 7,37 m 3,03 
 

Espectro de RMN 1H do composto acetofenona tiossemicarbazona e quadro de atribuições dos 
deslocamentos químicos (ppm) (500 MHz, DMSO-d6) 

8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35

3.032.030.84 0.75

7.
37

7.
89

7.
91

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

3.213.032.030.91 0.84

DMSO-d6

2.
29

2.
49

7.
37

7.
89

7.
91

10
.1

7

N
N
H

NH2

S

123
4

5
6 4

5
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3-nitroacetofenona tiossemicarbazona (TS-8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 1H, 8,12 s; 1H,  8,35 s  0,82; 0,79 
2 1H, 10,35 s 0,94 
3 3H, 2,35 s 3,00 
4 1H, 8,20 ddd J= 2,2; 2,2; 8,0 1,08 
5 1H, 7,66 t J=8,0; 8,0 1,05 
6 1H, 8,40 ddd J= 2,2; 2,2; 8,0 1,11 
7 1H, 8,59 t J= 2,2; 2,2 1,03 

Espectro de RMN 1H do composto 3-nitroacetofenona tiossemicarbazona e quadro de 
atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (500 MHz, DMSO-d6) 

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

3.001.11 1.050.94 0.82

DMSO-d6água

2.
35

2.
49

7.
64

7.
66

7.
67

8.
12

8.
19

8.
21

8.
35

8.
39

8.
418.

59
8.

59

10
.3

5

N
N
H

S

NO2

1
23

4
5

6 7

NH2

8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 7.95 7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60

1.08 1.050.82

7.
64

7.
66

7.
67

8.
12

8.
19

8.
198.
19

8.
20

8.
218.

21
8.

21

8.60 8.55 8.50 8.45 8.40 8.35

1.111.03 0.79

8.
35

8.
398.

39
8.

40
8.

408.
418.

41
8.

41

8.
59

8.
59

8.
59
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hemissuccinato de 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona 
(MTS9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Espectro de RMN 1H do composto hemissuccinato de 2-amino-1-(p-nitro)acetofenona 

tiossemicarbazona e quadro de atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (300 MHz, DMSO-d6) 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 2H, 8,11 – 8,26 m 5,99 
2 1H, 8,52 s 1,09 

3 e 4 4H, 8,11 – 8,26 m 5,99 
5 2H, 4,32 d J=6,0 2,00 
6  1H, 8,77 t J=6,0 1,00 

7 e 8 4H, 2,31-2,46 m 4,29 
9 1H, 11,13 s 0,95 

11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

5.99 4.292.001.091.050.95

DMSO-d6

2.
31

2.
332.

43
2.

46
2.

594.
324.
34

8.
118.
14

8.
16

8.
19

8.
23

8.
26

8.
528.

77

11
.1

3

8.9 8.8 8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1

5.991.091.05

8.
118.
14

8.
16

8.
18

8.
19

8.
23

8.
23

8.
24

8.
26

8.
528.
77

2.50 2.45 2.40 2.35 2.30 2.25

4.29

DMSO-d6

2.
31

2.
31

2.
33

2.
35

2.
412.

43

2.
46

2.
46

O2N
HN

N
HN

O
OH

O

4
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3

3

NH2

S

4 5

6

7

8

9



______________________________________________________________Apêndice          115 

_____________________________________________________________________________ 
Lorena Blau 

 

hemissuccinato de 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona 
(MTS9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Carbono δ 13C (ppm) 
1 179,36 
2 144,30 
3 142,32 
4 128,04 
5 123,20 
6 147,44 
7 34,51 
8 172,45 

9 e 10 29,58 e 28,94 
11 173,55 

 

Espectro de RMN 13C do composto hemissuccinato de 2-amino-1-(p-nitro)acetofenona 
tiossemicarbazona (300 MHz, DMSO-d6) 
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2-hidroxi-1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona (TS-10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 1H, 8,2 s; 1H, 8,56 s 0,90; 0,93 
2 1H, 11,04 s 0,98 

3 e 4 4H, 8,17 s 3,91 
5 2H, 4,77 d J= 5,3 Hz 2,00 
6 1H, 6,08 t J= 5,3 Hz 1,01 

 

Espectro de RMN 1H do composto 2-hidroxi-1-(p-nitro)acetofenona tiossemicarbazona e quadro 

de atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (300 MHz, DMSO-d6) 

11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
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hemissuccinato de 2-hidroxi-1-(p-nitro)acetofenona tiossemicarbazona 
(MTS-10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Próton δ1H (ppm), mult, J em Hz Integração 
1 1H, 8,13 – 8,20 m; 1H, 8,25 s 4,90; 1,05 
2 1H, 8,61 s 1,04 

3 e 4 4H, 8,13 – 8,20 m 4,90 
5 2H, 5,27 s 2,24 

6 e 7 4H, 2,42 – 2,47 m 4,42 
8 1H, 10,93 s 0,93 

Espectro de RMN 1H do composto hemissuccinato de 2-hidroxi-1-(p-nitro)acetofenona 
tiossemicarbazona e quadro de atribuições dos deslocamentos químicos (ppm) (300 MHz, DMSO-d6) 

11 10 9 8 7 6 5 4 3
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Apêndice C - Sequenciamento de aminoácidos  

 

nanoanticorpos anti-J-18 
                   *        20         *        40         *        60         *        80         *          
3J-1822 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAVSGSTASTIRMGWFRQAPGKEREGVAALYRY--GSSTFYADSVKGRFTISQDNAKNTVYLQMDSLKPEDT :  91 
2J-1836 : QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGSTA--IRMGWFRQAPGKEREGVAALYRA--GSSTFYADSVKGRFTISQDNAKNTVYLQMNSLKPEDT :  89 
2J-1822 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAVSGYTYGSYCLAWFRQAPGKERTGVASLVTG--NGVTGYARSVEGRFTISPDKMKNTVYLQMNSLKPEDT :  91 
3J-1816 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGFTFNSGCVSWFRQAPGKEREGVAFINGR--RGGTTYADFVKGRFTISQDNAKNTVDLQMNSLQPGDT :  91 
2J-184  : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTGSGYSFATDYMTWFRQIPGKEREGIATIHTSPERGDVHYADSVKGRFTISLHNARNTIYLLMNNLKPEDT :  93 
2J-1842 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTGSGYSFATDYMTWFRQIPGKEREGIATIHTSPERGDVHYADSVKGRFTISLHNARNTIYLLMNNLKPEDT :  93 
2J-1846 : QVQLQESGGGSVQAGESLRLSCIGRGYTFATDYMTWFRQIPGKEREAVATIHTSPDRRDKYYADSVKGRFTISLDNAKNTIYLIMDNLKPEDT :  93 
2J-1843 : QVQLQESGGGSVQAGGSLTLSCTGSGYSFATDYMTWFRQIPDKEREGVATIHTS--IGNIYYADSVKGRFTISLDNAKNTVYLQMNNVKPEDT :  91                    
                                                                    
              100         *       120         *       140           
3J-1822 : AMYYCAARDSDFLYYPPTARRNYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 142 
2J-1836 : AMYYCAARDSDFLYYPPTALRNYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 140 
2J-1822 : AMYYCATKPG---TWNCAGEVN--YWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 137 
3J-1816 : AIYYCAADPP---ILGSACRFGSKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 139 
2J-184  : AMYYCALGPR----SGTWSSPNYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 140 
2J-1842 : AMYYCALGPR----SGTWSSPNYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 140 
2J-1846 : AMYYCALGPH----SG-WSEPSYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 139 
2J-1843 : AMYYCALGPR----ADSWSSPDYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 138 

 
Amarelo – PstI 
Azul - BstEII    
Rosa – Not I   
Verde – tag (decapeptídeo)    
Cinza – Eag I     
Vermelho - framework – sequência constante                                                          
Azul – CDRs – sequência variável 
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nanoanticorpos anti-TS 
 
                                                                                                            

                 *        20         *        40         *        60         *        80         *          
3TS40 : QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVNTGVGRTYYVDSVKGRFTISLDNAKNTLYLEMNQMD :  91 
2TS39 : QVQLQESGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVNTGVGRTYYVDSVKGRFTISLDNAKNTLYLEMNQMD :  91 
3TS17 : QVQLQASGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVNTGVGRTYYVDSVKGRFTISLDNAKNTLYLEMNQMD :  91 
2TS13 : QVQLQESGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVNTGVGRTYYVDSVKGRFTISLDNVKNTVYLEMNQMD :  91 
2TS18 : QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGINTGVGRTYYVDSVKGRFTISLDNVKNTVYLEMNQMD :  91 
3TS22 : QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVNTGVGRLYYVDSVKGRFTISLDNAKNTVYLQMNQMD :  91 
3TS24 : QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVNTGVGRLYYVDSVKGRFTISLDNAKNTVYLQMNQMD :  91 
2TS29 : QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGINTGVGRLYYVDSVKGRFTISLDNAKNTVYLQMNQMD :  91 
3TS31 : QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQARGKEREAVAGIEGGVNTGVGRLYYVDSVKGRFTISLDNAKNTVYLQMNQMD :  91 
3TS26 : QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVNTGVGRTYYVDSVKGRFTISLDNAKNTVYLEMNQMD :  91 
3TS14 : QVQLQESGGGAVRNGGALKLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGINTGVGRTYYVDSVKGRFTISLDNAKNTVYLEMNQMD :  91 
3TS38 : QVQLQESGGGSVQTGGSLRLSCAGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGTNTGVGRTYYANTVKGRFTISLDNAKNTVYLQMNQMD :  91 
3TS12 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTYS--RHSMAWFRQAPGKEREGVA----TIYTGNGYTYYADSVKGRFTISQDNDKNTVYLEMNSLK :  87 
3TS37 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTYS--RHSMAWFRQAPGKEREGVA----TIYTGNGYTYYADSVKGRFTISQDNDKNTVYLEMNSLK :  87 
2TS37 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASASAYS--SVCMGWFRQPPGKEREGVA----LINTG---TYYADSVKGRFTISQDNAKNTIYLEMNTLK :  84 
2TS1  : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTYS--TYYMGWFRQAPGKERDGVA----AISIGAGTTYYADSVKGRFTISQESAKNTVHLQMNTLK :  87 
3TS16 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCLASRITYSPDNYCMAWFRQVPGKERELVT----SINNNGGRTYYADSVNGRFTISQDNTKHTMYLQMNNLK :  89 
2TS16 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGFTFN--SGCVSWFRQAPGKEREGVA----FINGRRGGTTYADFVKGRFTISQDNAKNTVDLQMNSLQ :  87 
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nanoanticorpos anti-TS (continuação) 
 
            100         *       120         *       140               
3TS40 : SEDTATYYCAAAI---SFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
2TS39 : FEDTATYYCAAAI---SFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
3TS17 : FEDTATYYCAAAI---TFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
2TS13 : FEDTATYYCAAAI---TFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
2TS18 : FEDTATYYCAAAI---TFAQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
3TS22 : FEDTATYYCAAAI---SFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
3TS24 : FEDTATYYCAAAI---SFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
2TS29 : FEDTATYYCAAAI---SFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
3TS31 : FEDTATYYCAAAI---TFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
3TS26 : FEDTATYYCAAAI---TFGQCNEWGQYKSWGPGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
3TS14 : FEDTATYYCAAAI---TFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
3TS38 : FEDTATYYCAAAI---SFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
3TS12 : PEDTAMYYCAASTRPLFFWRLGRETDYTYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 142 
3TS37 : PEDTAMYYCAASTRPLFFWRLGRETDYTYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 142 
2TS37 : PEDTAIYYCAART-AYCSGTLFTPSSYNFWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 138 
2TS1  : PEDTGIYYCAAGPKEVIFGQLN-PNRYNYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 141 
3TS16 : LEDTATYYCAAKLRDNYDG-LCLGTDFRWWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 143 
2TS16 : PGDTAIYYCAADP-PILGSACRFGSKY--WGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 139 

 
Amarelo – PstI 
Azul - BstEII    
Rosa – Not I   
Verde – tag (decapeptídeo)    
Cinza – Eag I     
Vermelho - framework – sequência constante                                                          
Azul – CDRs – sequência variável 
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ANEXO A  

 

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA SÍNTESE DE COMPOSTOS 
ANTICHAGÁSICOS 
 

A1. Procedimentos Sintéticos 

 

 A1.1. Síntese do composto 4-aminoacetofenona tiossemicarbazona 
 (TS-1) 

 

Uma mistura de 1,352 g (0,01 mol) de 4-aminoacetofenona e 0,91 g 

(0,01 mol) de tiossemicarbazida em 25 mL de etanol foi acidificada com 2 mL 

de ácido acético para pH entre 3 e 4. A mistura reacional foi mantida sob 

agitação a temperatura ambiente por 24 horas, e então o solvente foi removido 

por evaporação à pressão reduzida. O produto obtido foi lavado a quente com 

solução saturada de bicarbonato de sódio para eliminação dos produtos de 

partida, e então lavado com água e seco em estufa a 70 ºC. A reação foi 

acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se 

como fase móvel 50% de acetona em diclorometano. O produto foi analisado 

por infravermellho e RMN 1H para confirmação estrutural e apresentou faixa de 

fusão entre 185 e 186 ºC e obteve-se 1,87 g (90% de rendimento). 

 

 A1.2. Síntese do composto 3-aminoacetofenona 
 tiossemicarbazona (TS-2) 

 

Uma mistura de 1,352 g (0,01 mol) de 3-aminoacetofenona e 0,91 g 

(0,01 mol) de tiossemicarbazida em 25mL de etanol foi acidificada com 2 mL de 

ácido acético para pH entre 3 e 4. A mistura reacional foi mantida sob agitação 

a temperatura ambiente por 24 horas, e então o solvente foi removido por 

evaporação a pressão reduzida. O produto obtido foi lavado a quente com 

solução saturada de bicarbonato de sódio para eliminação dos produtos de 

partida, e então lavado com água e seco em estufa a 70 ºC. A reação foi 
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acompanhada por CCD, utilizando-se como fase móvel 50% de acetona em 

diclorometano. O produto foi analisado por infravermellho e RMN 1H para 

confirmação estrutural e apresentou como faixa de fusão 150 a 151 ºC e 

obteve-se 1,77 g (85% de rendimento). 

 

 A1.3. Síntese do composto 2-amino-1-feniletan-1-ona 
 tiossemicarbazona (TS-3) 

 

 Uma mistura de 0,5 g (3,7 mmol) de fenacilamina e 0,337 g (3,7 

mmol) de tiossemicarbazida em 9,3 mL de etanol, foi acidificada com 0,74 mL 

de ácido acético para pH entre 3 e 4. A mistura reacional foi mantida sob 

agitação a temperatura ambiente por 48 horas, e então o solvente foi removido 

por evaporação a pressão reduzida, o produto foi recristalizado em metanol 

para eliminação dos produtos de partida, e então seco em estufa a 70 ºC. A 

reação foi acompanhada por CCD, utilizando-se como fase móvel 50% de 

acetona em diclorometano. O produto foi analisado por infravermellho e RMN 
1H para confirmação estrutural e apresentou como faixa de fusão 179 a180 ºC 

e obteve-se 0,59 g (65% de rendimento). 

 

 

 A1.4. Síntese do composto 4-amino-3-nitroacetofenona 
 tiossemicarbazona (TS-4) 

 

Obtenção do composto 4-N-acetilaminoacetofenona 

Foi adicionado 5,0 g (37 mmol) de 4-aminoacetofenona aos poucos em 

50 mL de anidrido acético em banho de gelo e álcool para que a temperatura 

não ultrapassasse 30 ºC. Esta reação foi mantida a esta temperatura por uma 

hora. Após este período jogou-se 200 mL de água gelada na reação. O produto 

precipitado foi filtrado e recristalizado em 40 mL de etanol. A reação foi 

acompanhada por CCD utilizando como fase móvel clorofórmio:acetato de etila 

(2:1) e a placa de CCD revelada com solução de ninidrina 2% em etanol.  
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Obtenção do composto 4-N-acetilamino-3-nitroacetofenona 

Em um béquer contendo 10 mL de ácido nítrico concentrado (99,5%) 

resfriado em banho de gelo e álcool foram adicionados 0,8 g (4,5 mmol) de 4-

N-acetilaminoacetofenona lentamente de modo que a temperatura não 

ultrapassasse 5 ºC. A reação foi mantida sob agitação por 1 hora e colocada 

em 60 g de mistura de água e gelo. O precipitado foi lavado com água gelada e 

filtrado a vácuo. A reação foi acompanhada por CCD utilizando como fase 

móvel clorofórmio / acetato de etila (2:1). 

O produto foi então submetido a cromatografia líquida em coluna de 

sílica gel empregando como fase móvel inicialmente 100% de diclorometano e 

posteriormente mistura de 5% de acetato de etila em diclorometano.  

 

Obtenção do composto 4-amino-3-nitroacetofenona 

0,6 g (2,7 mmol) do composto purificado 4-N-acetilamino-3-

nitroacetofenona foi submetido a desacetilação utilizando ácido clorídrico 6 N 

em refluxo durante 4 horas, levando a total solubilização do produto. A reação 

foi transferida para um béquer e com o auxílio de um banho de gelo foi 

adicionado gota-a-gota uma solução aquosa 50% de NaOH até pH 7,0. A 

suspensão foi filtrada, lavada com água e seca em dessecador sob pentóxido 

de fósforo. 

Obtenção do composto 4-amino-3-nitroacetofenona tiossemicarbazona 

Em um balão adicionou-se 0,422 g (2,3 mmol) de 4-amino-3-

nitroacetofenona, 0,5 mL de ácido acético glacial e 0,213 g (2,3 mmol) de 

tiossemicarbazida em 50 mL de etanol. A reação foi mantida sob refluxo por 48 

horas e foi acompanhada por CCD utilizando como fase móvel 5% de acetato 

de etila em diclorometano. O produto final foi isolado em sua forma pura por 

filtração da mistura reacional seguido de lavagem com água destilada, sendo 

analisado por infravermelho e RMN 1H e apresentou como faixa de fusão 231 a 

232 ºC e obteve-se 0,46 g (77% de rendimento). 
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A1.5. Síntese do composto 3-amino-4-nitroacetofenona 
tiossemicarbazona (TS-5) 

 

Obtenção do composto 3-N-acetilaminoacetofenona 

Em um béquer de 250 mL contendo 50 mL de anidrido acético resfriado 

com auxílio de banho de gelo e álcool foram adicionados 5 g (37 mmol) de 3-

aminoacetofenona aos poucos de modo que a temperatura não ultrapassasse 

10 ºC. Após a adição a reação foi deixada a alcançar a temperatura ambiente e 

permaneceu sob agitação por 2 horas. Após este período a reação foi vertida 

sobre 80 mL de mistura de água e gelo e então neutralizada pela adição de 

bicarbonato de sódio. O precipitado foi filtrado, lavado com água e seco em 

dessecador sob pentóxido de fósforo. A reação foi acompanhada por CCD 

utilizando como fase móvel mistura de clorofórmio:acetona (2:1). 

 

Obtenção do composto 3-N-acetilamino-4-nitroacetofenona 

Em um béquer de 250 mL contendo 10 mL de anidrido acético resfriado 

com auxílio de banho de gelo e álcool adicionou-se com o auxílio de funil de 

adição ácido nítrico concentrado (99,5%) gota-a-gota, de modo que a 

temperatura não ultrapassasse 10 ºC. Após a adição do ácido nítrico, esperou-

se a temperatura alcançar 0 ºC para começar a adição do 3-N-

acetilaminoacetofenona de modo que a reação permanecesse entre 5 e 10 ºC. 

Após completa solubilização esperou-se 10 minutos na mesma faixa de 

temperatura para que a reação fosse vertida m 80 mL de mistura de água e 

gelo. O precipitado foi lavado com água e purificado por cromatografia líquida 

em coluna de sílica gel utilizando como fase móvel mistura 50% de clorofórmio 

em éter etílico. 

 

Obtenção do composto 3-amino-4-nitroacetofenona 

680 mg (3,06 mmol) do composto 3-N-acetilamino-4-nitroacetofenona 

(com rf 0,6 fase móvel 50% de clorofórmio em éter etílico) foi desacetilado 

utilizando 10 mL de ácido clorídrico 6 N mantido por 4 horas sob refluxo. A 

solução foi mantida resfriada por 24 horas gerando um precipitado escuro, o 

qual foi removido por filtração. 
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Obtenção do composto 3-amino-4-nitroacetofenona tiossemicarbazona 

500 mg (2,78 mmol) do produto obtido foram adicionados em 10 mL de 

etanol, seguido da adição de 0,5 mL de ácido acético glacial e 279 mg (3,06 

mmol) de tiossemicarbazida. A reação foi mantida sob refluxo por 48 horas e 

então se evaporou a pressão reduzida o solvente. O resíduo obtido foi lavado 

com solução aquosa saturada de bicarbonato de sódio a quente, filtrado, 

lavado com água e seco em dessecador sob pentóxido de fósforo. O produto 

obtido foi analisado por infravermelho e RMN 1H e apresentou como faixa de 

fusão 219 a 220 ºC e obteve-se 0,44 g (75% de rendimento). 

 

 A1.6. Síntese do composto 2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona 
 tiossemicarbazona (TS-6) 

 

Síntese do composto m-nitroacetofenona 

Preparou-se uma solução nitrante por lenta adição de 8 mL de ácido 

sulfúrico concentrado (d=1,84 g/mL) para 5,3 mL de ácido nítrico concentrado 

(d=1,42 g/mL) em erlenmeyer de 150 mL com resfriamento com banho de 

gelo/álcool/NaCl. Em outro erlenmeyer de 500 mL, colocou-se 20 mL de ácido 

sulfúrico concentrado e resfriou-se a 0 ºC com banho de gelo/álcool/sal. A este 

erlenmeyer adicionou-se com auxílio de funil de adição, 8 mL de acetofenona, 

de modo que a temperatura não excedesse 5 ºC. A solução resultante foi 

resfriada a -5 ºC, e então adicionou-se gota-a-gota, através de funil de adição, 

a solução nitrante, mantendo a temperatura em 0ºC ou abaixo. Após a adição, 

a reação foi mantida por 10 a 15 minutos nesta mesma temperatura. À solução 

resultante foi adicionado uma mistura de 100 g de gelo picado e 150 mL de 

água sob agitação. O produto foi separado como um sólido amarelo, e então 

lavado com 5 mL de etanol gelado e rescristalizado com 13 mL de etanol, 

obtendo-se  6,2 g (55% de rendimento). 

 

Síntese do composto α-bromo-m-nitroacetofenona 

 

Em um balão de duas bocas de 500 mL, adicionou-se 300 mL de ácido 

acético glacial e 8 g (48,32 mmol) de m-nitroacetofenona. Esta mistura foi 



                                                                          __       Anexo – Procedimentos Experimentais          129 
 

_____________________________________________________________________________
Lorena Blau 

 

aquecida a 55 ºC, e a ela adicionou-se 2,5 mL (48,08 mmol) de bromo, gota-a-

gota lentamente através de funil de adição, de modo que a coloração gerada se 

dissipasse antes da adição da próxima gota. Após a completa adição do 

bromo, a reação permaneceu por 30 minutos nesta mesma temperatura, e 

então adicionou-se sobre esta reação 101 g de gelo picado. O precipitado 

formado foi removido por filtração a vácuo e lavado com 100 mL de água. O 

produto foi recristalizado em etanol/éter de petróleo. 

A reação foi acompanhada por CCD usando como fase móvel 100% de 

diclorometano. 

 

Síntese do composto m-nitrofenacilamina 

 

Foi preparada uma solução de 945 mg (6,75 mmol) de hexamina em 6 

mL de clorofórmio, e então vertida sobre uma solução de 1,5 g (6,15 mmol) de 

α-bromo-m-nitroacetofenona em 7 mL de clorofórmio. À mistura resultante 

adicionou-se 4 mL de clorofórmio para auxiliar na agitação. A reação foi 

mantida sob agitação por 24 horas, e então resfriada em banho de gelo e 

filtrada. O sólido foi lavado com 15 mL de clorofórmio e 10 mL de etanol 

absoluto e então seco em dessecador sob pentóxido de fósforo, obtendo-se o 

sal de hexametilenotetramina. 

 Preparou-se uma solução de 17,5 mL de etanol 95% e 8,5 mL de HCl 

concentrado. 2,3 g do sal de hexametilenotetramina obtido anteriormente foi 

adicionado com vigorosa agitação em 8 mL da mistura ácida preparada 

conforme descrito. O sal dissolveu-se em 30 minutos e rapidamente começou a 

precipitar. A reação permaneceu por 3 dias sob agitação a temperatura 

ambiente. Após resfriamento com gelo, o sólido foi filtrado e recristalizado com 

3 mL de água, e lavado com etanol absoluto. Os cristais de cloridrato de m-

nitrofenacilamina foram secos sob vácuo. 
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Síntese do composto 2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona 

tiossemicarbazona 

 

Em balão de 50 mL, foi adicionado 0,5 g (2,3 mmol) do composto 

cloridrato de m-nitrofenacilamina, 0,76 g (2,3 mmol) de tiossemicarbazida, 0,47 

mL de ácido acético glacial e 10 mL de etanol. A reação permaneceu sob 

agitação por 48 horas sob refluxo. O precipitado formado foi filtrado a quente. 

 A reação foi acompanhada por HPLC (coluna shim-pack ODS C-18, fase 

móvel mistura de 20 % água, 30% acetonitrila e 50% tampão acetato de sódio 

25 mM pH 4,5 e fluxo de 1 mL por minuto) e o produto apresentou como faixa 

de fusão 213 a 214 ºC e obteve-se 0,84 g (30% de rendimento). 

 

 

 A1.7.  Síntese do composto acetofenona tiossemicarbazona (TS-7) 

 

Em um balão de 150 mL foi adicionado 0,97 mL (8,32 mmol) de 

acetofenona, 0,76 g (8,32 mmol) de tiossemicarbazida, 1,7 mL de ácido acético 

glacial e 15 mL de etanol absoluto. A reação permaneceu sob agitação por 24 

horas a temperatura ambiente. 

 A mistura reacional foi mantida em geladeira por 24 horas, e por filtração 

foram obtidos 1,29 g (80% de rendimento) do composto desejado.  

 A reação foi acompanhada por CCD utilizando como fase móvel 20% de 

acetato de etila em diclorometano e o produto apresentou como faixa de fusão 

120 a 121 ºC.  

 

 

 A1.8. Síntese do composto 3-nitroacetofenona tiossemicarbazona 
 (TS-8) 

 

Em um balão de 150 mL foram adicionados 1 g (6,06 mmol) de 3-

nitroacetofenona, 0,55 g (6,06 mmol) de tiossemicarbazida, 1,25 mL de ácido 

acético glacial e 15 mL de etanol. A reação foi mantida sob agitação por 24 
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horas a temperatura ambiente e então resfriada e mantida em geladeira por 

mais 24 horas, sendo o precipitado removido por filtração. A reação foi 

acompanhada por CCD utilizando como fase móvel 20% de acetato de etila em 

diclorometano e o produto apresentou como faixa de fusão 224 a 226 ºC e 

obteve-se 1,16 g (81% de rendimento). 

 

 

 A1.9. Síntese do composto hemissuccinato de 2-amino-1-(4-
 nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS-9) 

 
 Obtenção do composto 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona 

Foi preparada uma solução de 945 mg (6,75 mmol) de hexamina em 6 

mL de clorofórmio, e então vertida sobre uma solução de 1,5 g (6,15 mmol) de 

α-bromo-4-nitroacetofenona em 7 mL de clorofórmio. À mistura resultante 

adicionou-se 4 mL de clorofórmio para auxiliar na agitação. A reação foi 

mantida sob agitação por 24 horas, e então resfriada em banho de gelo e 

filtrada. O sólido foi lavado com 15 mL de clorofórmio e 10 mL de etanol 

absoluto e então seco em dessecador sob pentóxido de fósforo, obtendo-se o 

sal de hexametilenotetramina.  

Preparou-se uma solução de 17,5 mL de etanol 95% e 8,5 mL de HCl 

concentrado. 2,3 g do sal de hexametilenotetramina obtido anteriormente foi 

adicionado com vigorosa agitação em 8 mL da mistura ácida preparada 

conforme descrito. O sal dissolve-se em 30 minutos e rapidamente começou a 

precipitar. A reação permaneceu por 2 dias sob agitação a temperatura 

ambiente. Após resfriamento com gelo, o sólido foi filtrado e recristalizado com 

3 mL de água, e lavado com etanol absoluto. Os cristais de cloridrato de  p-

nitrofenacilamina foram secos sob vácuo. 
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 Obtenção do composto 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona 

tiossemicarbazona (TS-9) 

 Em um balão de 250 mL de fundo redondo, solubilizou-se sob 

aquecimento 841 mg  (9,23 mmol) de tiossemicarbazida previamente triturada 

em 50 mL de etanol.  

 2 g (9,23 mmol) da α-amina-4-nitroacetofenona foram solubilizados a 

temperatura ambiente em uma solução contendo 90 mL de etanol e cerca de 2 

mL de ácido acético glacial, empregando-se um béquer de 250 mL. A solução 

adquire coloração laranja clara. 

 A solução de α-amina-4-nitroacetofenona foi adicionada lentamente com 

o auxílio de funil de adição sobre a solução aquecida de tiossemicarbazida. 

Após o final da adição, um excesso de 1g de tiossemicarbazida foi adicionado 

à solução resultante. O aquecimento foi mantido até completa solubilização da 

massa adicionada e então foi desligado, permitindo que a reação 

permanecesse por 48 h, protegida da luz e com contínua agitação a 

temperatura ambiente. 

 Ao término deste período, a reação foi filtrada para eliminar o excesso 

de tiossemicarbazida não reagida e o solvente foi removido por evaporação a 

pressão reduzida, sendo o resíduo obtido solubilizado em cerca de 20 mL de 

água destilada a quente e permitido precipitar por até 15 dias a temperatura 

ambiente e protegido da luz solar. 

 Nos primeiros 3 dias de recristalização, obteve-se um produto de 

coloração escura (aproximadamente 1g), o qual foi removido por filtração e 

intitulado “isômero 1”, nos dias subsequentes de recristalização obteve-se  

preferencialmente o “isômero 2”, de coloração amarelo clara, o que pode ser 

observado por HPLC (coluna shim-pack ODS C-18, fase móvel mistura de 20 

% água, 30% acetonitrila e 50% tampão acetato de sódio 25 mM pH 4,5 e fluxo 

de 1 mL por minuto). O produto foi filtrado e lavado com água gelada e mantido 

em dessecador sob pentóxido de fósforo por 24h até completa secura. Os 

isômeros apresentaram uma mesma faixa de fusão 170 a 173 ºC e obteve-se 

0,93 g (30% de rendimento). 
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 Obtenção do composto hemissuccinato de 2-amino-1-(4-

nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS-9) 

 Em balão de 125 mL, foi adicionado 0,5 g (1,50 mmol) do composto 

bromidrato de 2-amino-4-nitroacetofenona tiossemicarbazona, 0,150 g (1,50 

mmol) de anidrido succínico e 25 mg de DMAP em 70 mL de acetonitrila 

previamente seca e destilada. A reação foi mantida por 48 horas a temperatura 

ambiente, o solvente foi evaporado a pressão reduzida e o resíduo 

recristalizado em água destilada. O produto obtido foi analisado por CLAE e 

RMN 1H, 13C e HMBC e apresentou como faixa de fusão 187 a 190 ºC e 

obteve-se 0,24 g (45% de rendimento). 

 

 A1.10. Síntese do composto hemissuccinato de 2-hidroxi-1-(4-
 nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS-10) 

 

 Obtenção do composto 2-hidroxi-1-(4-nitro)acetofenona 

 Uma solução de 5g (20,6 mmol) de 2-bromo-1-(4-nitro)acetofenona e 5 g 

(30 mmol) de AgNO3 em 250 mL de água e 150 mL de acetona foi refluxada 

por 4 horas com agitação constante. Após o resfriamento, filtrou-se o material 

insolúvel da solução e o filtrado foi extraído duas vezes com porções de 150 

mL de diclorometano. O resíduo sólido obtido após evaporação do solvente a 

pressão reduzida foi recristalizado em etanol (50%) a quente rendendo 2 g do 

produto puro (54% de rendimento). 

 

 Obtenção do composto 2-hidroxi-1-(4-nitro)acetofenona 

tiossemicarbazona (TS-10) 

 

 Uma solução contendo 10 mL de etanol, 0,5 mL de ácido acético glacial 

e 0,5 g (2,76 mmol) do composto 2-hidroxi-1-(p-nitro)acetofenona foi vertida a 

quente e gota-a-gota sobre uma solução de 0,277 g de tiossemicarbazida (3,04 

mmol) em 10 mL de etanol. A reação foi mantida sob refluxo por 24 horas, e o 

produto formado removido por filtração ainda a quente e recristalizado em 

etanol rendendo 0,57 g (81% de rendimento) do composto 2- hidroxi -1-(4-
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nitro)acetofenona tiossemicarbazona e o produto apresentou como faixa de 

fusão 211 a 212 ºC, com decomposição. 

 

 Obtenção do composto hemissuccinato de 2-hidroxi-1-(4-

nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS-10) 

 

 Em balão de 125 mL, foi adicionado 0,5 g (2 mmol) do composto 2- 

hidroxi -1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona, 0,200 g (2 mmol) de anidrido 

succínico e 25 mg de DMAP em 70 mL de acetonitrila previamente seca e 

destilada. A reação foi mantida por 48 horas a temperatura ambiente, o 

solvente foi evaporado a pressão reduzida e o resíduo recristalizado em água 

destilada. O produto obtido foi analisado por CLAE e RMN 1H e apresentou 

como faixa de fusão 179 a 180 ºC e obteve-se 0,31 g (45% de rendimento). 

 
 
A2. Teste In Vitro de Atividade Tripanocida  
 
 Preparo do inóculo 

 A cultura cepa Y de T. cruzi foi mantida em meio LIT (Liver Infusion 

Tryptose), cuja composição era: NaCl 68,4 mM KCl 5,4 mM; Na2HPO4 56,3 

mM; dextrose 111 mM e infusão de fígado Broth 0,3%, Tryptose 0,5% e 

Haemin 25 mg/L. O volume foi completado com água para 900 mL e incubado 

a 68 ºC por 1 hora. Ajustou-se o pH para 7,2, filtrou-se em membrana de 0,22 

µm e o meio foi então enriquecido com 10% de soro fetal bovino estéril (v/v);.  

 O preparo deste meio de cultura, bem como os ensaios foram realizados 

no Laboratório de Imunologia da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Unesp, sob coordenação da Profa. Dra. Regina Cicarelli e colaboração da 

mestre Gabriela Duó Passerini. 

 

 Preparo da solução dos compostos a serem testados 

 Foi realizada a solubilização dos compostos em DMSO, e diluídos com o 

mesmo solvente para concentrações finais de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1 µg/mL, 

os ensaios foram realizados em triplicata. 
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 Preparo do ensaio 

 

 O ensaio foi realizado em placa de Elisa de 96 poços de modo que em 

cada placa foram ensaiadas duas substâncias, conforme figura A.1. 

 
 substância 1 substância 2 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A       
B       
C       
D       
E       
F       
G       
H       

 
Concentrações empregadas por linha: 

 

A = 100 µg/mL     Legenda: 
B = 50 µg/mL    Substância e parasita (107 parasitas por mL) 
C = 25 µg/mL    
D= 10 µg/mL     Substância e meio de cultura (branco) 
E = 5 µg/mL  
F = 2,5 µg/mL 
G = 1,0 µg/mL 
H = controle sem substância 
 

Figura A.1: Representação da placa de Elisa de 96 poços empregada para o ensaio de 

atividade tripanocida 

 

 

 3 µL de cada solução diluída dos compostos foram adicionados a 97 µL 

de meio LIT contendo as formas epimastigotas de T. cruzi (107 parasitas por 

mL) e a placa foi então incubada em câmara úmida a 28 ºC por 72 horas.  

Adicionou-se em seguida 10 µL de solução MTT/PMS em cada um dos poços, 

e incubou-se novamente a placa ao abrigo da luz por mais 75 minutos a 28 ºC, 

quando ocorre a redução do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio] em um produto colorido, formazan, através da ação da enzima 

succinato desidrogenase das mitocôndrias. O PMS (metanossulfonato de 

fenazina) foi empregado como carregador intermediário de elétrons para 

intensificar a reação de redução durante a incubação, e consequentemente, o 
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desenvolvimento de coloração (DUTTA, BANDYOPADHYAY, MANDAL, et al., 

2005). 

 A leitura da densidade ótica foi realizada em espectrofotômetro (Leitor 

de Elisa) a 595 nm. A concentração do produto colorido formado foi 

proporcional à atividade tripanocida (DUTTA, BANDYOPADHYAY, MANDAL, et 

al., 2005). 

 O IC50 (concentração capaz de matar 50% dos parasitas) foi calculado a 

partir da regressão linear dos valores obtidos espectrofotometricamente. 

 

 

A3. Ensaio de Mutagenicidade - Teste do Micronúcleo 
 

Este trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNESP de Araraquara, sendo toda a 

metodologia de experimentação com animais aprovada (Protocolo 

CEP/FCF/CAr. Nº 38/2008). 

Para a avaliação da mutagenicidade in vivo dos compostos TS-9, MTS-

9, TS-10 (os compostos mais ativos) e benznidazol (BZD) foi empregado o 

teste de Micronúcleo em células do sangue periférico de camungongos Swiss 

albinos, com aproximadamente 30 g de peso corpóreo, provenientes do 

Biotério Central da Universidade Estadual Paulista – Unesp. Os animais foram 

mantidos em gaiolas durante o período de tratamento, com água e alimento ad 

libitum, ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura de 23± 2 ºC.   

Para receber os tratamentos, grupos de 10, sendo 5 machos e 5 fêmeas, 

foram separados para cada dosagem administrada. Cada um deles recebeu as 

diferentes doses dos compostos via gavage. 

Grupo I: Controle Negativo – Solução de carboximetilcelulose (CMC) 1% e 

Tween 40 0,2%  (1 mL/100g  p.c.) 

Grupo II: Controle Positivo – Ciclofosfamida (50 mg/kg) 

Grupo III:  TS9  – 50 mg/kg 

Grupo IV:  TS9  – 100 mg/kg 

Grupo V:  TS9  – 250 mg/kg 

Grupo VI:  MTS9 –  50 mg/kg 

Grupo VII:  MTS9  – 100 mg/kg 
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Grupo VIII:  MTS9  – 250 mg/kg 

Grupo IX:  TS10  – 50 mg/kg 

Grupo X:  TS10  – 100 mg/kg 

Grupo XI:  TS10  – 250 mg/kg 

Grupo XII: BZD  – 100 mg/kg 

 

O protocolo adotado para a realização deste trabalho foi o descrito por Hayashi 

et al., no qual se empregam lâminas pré-coradas por Laranja de Acridina 

(acridine orange) (HAYASHI; MORITA; KODAMA; et al., 1990). 

 Preparo das lâminas com laranja de acridina 

 

As lâminas (previamente limpas com etanol) foram aquecidas em uma 

placa aquecedora a aproximadamente 70ºC. Uma vez aquecidas, colocou-se 

10 μL de solução de laranja de acridina (1 mg/ml) sobre a lâmina e fez-se o 

espalhamento utilizando a extremidade de outra lâmina bem limpa. As lâminas 

foram secas ao ar e guardadas em caixa apropriada, a temperatura ambiente, 

em local escuro, por pelo menos 24h. 

 Obtenção do sangue e preparo das células 

 

Com o auxílio de uma agulha, perfurou-se cauda do animal, coletando-

se 5 μL de sangue (uma gota) e depositando-a no centro da lâmina 

previamente preparada com laranja de acridina, cobrindo-a com uma lamínula. 

As lâminas com o material biológico foram mantidas a –20ºC e no escuro por 

no mínimo 24 horas antes da análise citológica, propiciando uma melhor ação 

do corante. 

A análise citológica das lâminas contendo o sangue periférico dos 

animais foi efetuada o mais rápido possível, para evitar a deterioração do 

material. Esta análise deve ser realizada em microscópio de fluorescência, 

combinando luz azul (488 nm) e filtro amarelo. Foram contados 1000 

reticulócitos por animal e anotadas as frequências de células micronucleadas. 
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ANEXO B  
PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA A OBTENÇÃO DE 
NANOANTICORPOS ANTI-TRANSIALIDASE E ANTI-J-18 
 

B1. Extração dos linfócitos 

 

 Amostra de 50 mL do sangue fresco imunizado coletado de dromedário, 

contendo anticoagulante, foi diluída com 1 volume de NaCl 0,9%. Em tubos tipo 

Falcon de 50 mL vazios, adicionou-se 10 mL de lymphoprep (Nycomed) 

utilizado para separar células mononucleadas como linfócitos de células 

polimorfonucleadas pelo aumento da taxa de sedimentação destes, e então 20 

mL da mistura sangue/NaCl foram adicionados nestes tubos contendo a 

primeira solução. 

 Os tubos foram centrifugados por 90 minutos a 671 x g e os linfócitos 

foram então coletados. Para romper as células dos linfócitos, estas foram 

aspiradas e expelidas com uma seringa através de agulha 19 G (5 a 6 vezes) e 

depois de 23 G (5 a 6 vezes). 

 Adicionou-se 4 mL do tampão A, no qual adicionou-se 1% de mercapto 

etanol antes do uso, e 400 µL de tampão acetato de sódio 2 M pH = 4,0, 4 mL 

de fenol saturado com água e 2 mL de mistura 24:1 de clorofórmio e álcool 

isoamílico. Após homogeneização, incubou-se por 10 minutos no gelo.  

 Centrifugou-se por 10 min a 17530 x g e 4 °C. A fase superior foi 

transferida para um novo frasco e novamente adicionou-se fenol saturado com 

água e mais 2 mL da mistura clorofórmio/álcool isoamílico. 

 Após misturar, incubou-se por 10 minutos no gelo, centrifugou-se por 

mais 10 minutos a 2683 x g e 4 °C. Transferiu-se a fase superior para um novo 

frasco e adicionou-se 3 mL de etanol gelado. A mistura resultante foi fracionada 

em 7 tubos eppendorf, e armazenada por ao menos 30 minutos a -80 °C. 

 Centrifugou-se por 10 minutos a 17530 x g, descartou-se o 

sobrenadante e secou-se o resíduo (pellet), os quais foram todos dissolvidos 

em 300 µL de água livre de RNAse. O total de RNA foi então quantificado por 

UV (260 nm). 
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B2. Preparação do cDNA 

 

 Para este procedimento, assim como no anterior, toda água empregada 

era livre de RNAse por tratamento com DEPC (dietilpirocarbonato). 

 Para aproximadamente 50 µg do RNA total, 2,5 µg de primer Oligo (DT) 

e 105,5 µL de água de DEPC foram adicionados. Distribuiu-se essa mistura em 

5 tubos de 0,5 mL (23 µL por tubo). Incubou-se esta mistura por 10 minutos a 

70 °C e depois por 5 minutos no gelo. 

 Foi preparada uma mistura suficiente para 5,5 tubos contendo: 44 µL de 

tampão (5X Supercript II RNAse H- kit transcriptase reversa), 22 µL de 

ditiotreitol DTT 0,1 M, 11 µL de dNTPs (10 mM cada),  5,5 µL de HPRI ( inibidor 

de RNase placentária humana, 40 U/ µL) e 11 µL detranscriptase (200 u/ µL).  

Foi adicionado desta mistura 17 µL a cada frasco contendo 23 µL da mistura 

anterior. Após isso foi realizado uma amplificação por PCR. 

 

B3. Construção da biblioteca de VHH no vetor pHEN4 

 

Amostras de 0,5 µL, 1 µL e 3 µL de cDNA foram retiradas para se 

verificar a melhor condição de amplificação. Adicionou-se a cada amostra os 

primers CALL001 e CALL002 (1 µL de 20 µM de uma solução estoque), 1,25 U 

de Taq polimerase (5U/ µL), 5 µL de tampão 10X, 1 µL de dNTPs 20mM (5mM 

de cada dNTP) e completou-se o volume para 50 µL com água e realizou-se 

amplificação por PCR. Após a realização do PCR foi aplicado 10 µL da amostra 

em gel de agarose 1% com brometo de etídeo e a eletroforese foi realizada em 

meio TBE. A condição escolhida para maior produção foi a que rendeu maior 

quantidade de material entre 650 a 750 bases de pares verificado pela 

eletroforese, no caso foi a que utilizou 3µL de cDNA. Foi então realizado um 

PCR em 10 tubos (50 µL, na condição escolhida). 

Desta amplificação, correu-se o produto em gel de agarose a 1% com 

brometo de etídeo em TBE e eliminou-se a banda de 900 pares de base que 

continha fragmentos de VH-CH1-CH2’ e separou-se banda de 650 a 750 pares 
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de bases, que contém os genes VHH, que foram purificados da agarose 

utilizando kit de extração em gel (Qiaquick PCR).   

Os DNAs do VHHs purificados foram reamplificados por PCR utilizando 

dez tubos com a concentraçao de 1,5 µL da diluição de 1/10 com os primers 

A6E e FR4FOR (1 µL de primer na concentração de 20 µM), 1,25 U Taq 

polimerase e 5 µL de tampão 10 x, 1 µL de dNTPs 20 µM e água para 

completar 50 µL. Desta quantidade, após purificação com kit de purificação de 

PCR, obteve-se aproximadamente 1,5 µg que foram digeridos durante uma 

noite a 37 °C com 20 U de PstI e 20 U de NotI (enzimas Roche) em tampão 

apropriado e então purificou-se novamente com o Kit de purificação. Enquanto 

isso, o vetor pHEN4 (20 µg) foi digerido com 200 U de PstI e 200 U de NotI a 

37 °C ,durante a noite toda, e purificado com o kit Qiaquick. 

A partir dos fragmentos digeridos de VHHs e do vetor pHEN4, realizou-

se a ligação a partir de 3 µg de vetor (1 equivalente molar) para 900 ng dos 

fragmentos (3 equivalentes molares), utilizando 3 µL da enzima T4 ligase 

(5U/µL) e 10% do volume total de tampão 10x ligation. A reação de ligação foi 

deixada a noite inteira a 16 °C e após este período, a enzima T4 ligase foi 

inativada por aquecimento de 10 min a 65 °C. 

Para maior recuperação do DNA, a reação foi extraída 2 vezes com 1 

volume de fenol saturado com água e então foi misturada com auxílio de vórtex 

e centrifugada por 10 minutos a 15115 x g. A fase superior foi transferida para 

um tubo novo e a ela foi adicionado clorofórmio e álcool isoamílico (24:1), 

misturado com vórtex e centrifugado por 10 minutos a 15115 x g. A fase 

superior foi transferida para um novo tubo e a fase inferior foi novamente 

extraída com a mistura de clorofórmio e álcool isoamílico. A fase superior desta 

nova extração foi misturada à primeira fração de fase superior coletada. O DNA 

contido nas fases superiores foi precipitado pela adição de 1/10 de volume de 

acetato de sódio 3M pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol gelado. Misturou-se tudo e 

manteve-se essa mistura a -80 °C por pelo menos 30 minutos. Centrifugou-se 

por 20 minutos a 15115 x g, descartou-se o sobrenadante e secou-se o 

precipitado, o qual após seco foi dissolvido em 150 µL de água. 

Sobre a solução resultante, adicionou-se 1500 µL de células E. coli TG1 

eletrocompetentes, mexeu-se gentilmente e incubou-se no gelo por 1 minuto. 



                                                                          __       Anexo – Procedimentos Experimentais          141 
 

_____________________________________________________________________________
Lorena Blau 

 

Alíquotas de 55 µL foram retiradas para transformação através de choque 

elétrico (1.8 kV/cm), realizada em cubetas de 1 mm de eletroporação. Após 

aplicado o choque, cada pequena alíquota foi imediatamente colocada em 500 

µL de um meio rico denominado SOC para recuperação destas células que 

agora contém o vetor ligado ao VHH. Todas as alíquotas foram colocadas em 

um mesmo fraco e incubadas a 37 °C por 1 hora para que as células 

crescessem. A partir deste frasco, foram feitas diluições 1/10, 1/100, 1/1000 e 

1/10000 e semeados 100 µL de cada diluição em placa de petri com meio LB-

ágar (glicose 2% e ampicilina) em duplicata para verificação do tamanho da 

biblioteca, neste caso foi de foi 3,6 X 108 células/mL, e o restante foi semeado 

em 6 placas grandes (24,5 cm x 24,5 cm) com meio LB-ágar (glicose 2% e 

ampicilina) e deixadas a 37 °C por 24 horas. Nas placas grandes após 24 h, 

foram retiradas as colônias pela adição de 2 mL de meio LB e raspagem das 

mesmas. A suspensão de colônias foi colocada em um mesmo tubo Falcon de 

50 mL com volume total aproximado de 20 mL bem misturado com auxílio de 

vórtex, a este volume foi adicionado 5 mL de glicerol 100%. A suspensão 

resultante foi então redistribuída para vários tubos eppendorfs contendo 800 µL 

cada, e mantidos a -80 °C. 

 

B4. Seleção de nanoanticorpos específicos aos antígenos TS e J-18 
(panning), realização da 1ª, 2ª e 3ª etapa de seleção 

 

Em uma placa de Elisa de 96 poços (placa nunc maxisorp fundo chato), 

cobriu-se um único poço com 100 µL de solução 100 µg/mL de antígeno em 

meio PBS. Paralelamente, semeou-se E. coli TG1 em uma placa de petri 

redonda contendo meio LB Agar, a qual foi incubada durante a noite a 37 ºC. 

Posteriormente, 100 µL da biblioteca de VHH foram adicionados a 100 

mL de meio 2xTY, contendo 100 µL de ampicilina 100 mg/mL e 5mL de glicose 

20%. Este meio de cultura foi deixado em agitação a 200 rpm durante 3 horas 

para crescimento exponencial das células da biblioteca que contêm F-pillus. 

Após este período foi adicionado 1012 fagos M13KO7 e o meio de cultura foi 

deixado por mais 30 minutos a temperatura ambiente sem agitação para que 

os fagos penetrassem via F-pillus. O meio de cultura contendo as células 
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infectadas foi fracionado em dois tubos falcon de 50 mL, e estes foram então 

centrifugados por 10 minutos a 671 x g, e então se removeu o sobrenadante 

destes. O pellet foi ressuspendido em 300 mL do meio 2xTY contendo 300 µL 

de ampicilina a 100 mg/mL e 300 µL de canamicina a 70 mg/mL e incubado 

sob agitação de 200 rpm a 37 °C durante a noite para produção de fagos 

contendo VHH expressos em seus capsídeos.  

Inoculou-se uma colônia de E. coli TG1 em 15 mL de meio LB em um 

tubo falcon de 50 mL, este inóculo foi preparado antes para ser utilizado na 

infecção por fagos após panning. O inóculo foi mantido por agitação a 37 °C 

por aproximadamente 3 horas. 

Após isso, centrifugou-se os 300 mL do meio de cultura do dia anterior 

infectado por fago M13KO7 durante 30 minutos a 4 °C e a 10733 x g. O resíduo 

foi descartado e o sobrenadante recolhido. O sobrenadante foi distribuído em 7 

tubos de 50 mL contendo cada um 42 mL de sobrenadante e 8 mL de uma 

solução 20% de PEG 6000 em cloreto de sódio 2,5 M, para auxílio na 

precipitação dos fagos e vírions, formando-se duas fases. Os tubos foram 

misturados 5 vezes por inversão e mantidos no gelo durante 30 minutos. Os 

frascos foram então centrifugados a 4 °C e 2683 x g por 30 minutos. O 

sobrenadante foi desprezado em um béquer contendo hipoclorito de sódio e o 

precipitado branco retido nos frascos foi seco através da inversão dos tubos em 

uma toalha de papel. O precipitado branco foi ressuspendido utilizando um 

volume total de 1mL de PBS. Esse material ressuspendido foi centrifugado por 

2 minutos a 17530 x g para que precipitados residuais de bactérias pudessem 

ser eliminados, dando origem a 1mL suspensão de fagos contendo VHHs 

expressos em seus capsídeos.  

A solução de antígeno previamente preparada na placa de Elisa foi 

removida e lavada 5 vezes com PBS. As partes internas livres do poço foram 

bloqueadas com 200 µL de uma suspensão de leite em pó 2%. Da mesma 

forma, um outro poço distante do anterior, que não recebeu a solução de 

antígeno, foi bloqueado com a mesma suspensão de leite em pó para servir de 

branco. Após o período de 1 hora as suspensões dos dois poços foram 

descartadas e os poços lavados 5 vezes com PBS. 
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O início da primeira etapa de seleção começou a partir da adição ao 

poço positivo (que foi adicionado antígeno) e ao negativo (sem adição de 

antígeno) de 100 µL da suspensão de fagos contendo VHHs, e manteve-se em 

contato durante 1 hora nos poços. Após este período, os poços foram lavados 

dez vezes nesta primeira etapa com uma solução de PBS contendo 0,05% de 

tween 20 (PBST).  

Adicionou-se ao poço positivo e ao negativo 100 µL de uma solução de 

70 µL de trietilamina em 5 mL de água, a qual permaneceu nos poços por 

cerca de dez minutos para dissociação dos fagos contendo VHHs que se 

aderiram fortemente ao antígeno. Estes fagos foram transferidos para 

eppendorfs distintos contendo 100 µL de uma solução de tampão Tris 1 M pH 

7,4, para neutralização da solução de fagos de modo que eles não perdessem 

sua infectividade. Estes fagos eluídos foram utilizados para visualizar o fator de 

enriquecimento produzido pelos fagos que reconheceram o antígeno sobre as 

partículas não especificamente associadas, e também para reinfecção de E. 

coli TG1 para a segunda etapa de seleção. 

Para visualização do fator de enriquecimento, duas colunas de poços, o 

mais distante possível uma da outra, de uma placa de Elisa de 96 poços e 

fundo redondo para cultivo de células, foram preenchidas com 90 µL de PBS 

(placa A). No primeiro poço de uma fileira foi adicionado 10 µL de fagos eluídos 

do poço positivo; no primeiro poço da outra coluna foi adicionado fagos eluídos 

do poço negativo provenientes da primeira placa de Elisa. A partir do poço em 

que foi adicionado os fagos eluídos, uma alíquota de 10 µL foi retirada e 

passada para o poço abaixo na mesma coluna e deste foi retirado 10 µL para o 

poço imediatamente abaixo e assim sucessivamente até a fileira G da placa de 

Elisa, sendo que cada transferência resultou em uma diluição de dez vezes, 

formando uma coluna positiva e outra negativa. 

De maneira semelhante à placa A, duas fileiras distantes em outra placa 

de Elisa (placa B) foram preenchida com 90 µL de suspensão de E. coli TG1, 

as quais foram mantidas em crescimento por 3 horas em meio LB como 

mencionado anteriormente. Com auxílio de uma micropipeta multicanal, 

transferiu-se de uma só vez 10 µL de cada diluição da coluna positiva da placa 

A para a placa B (figura 2.10), o mesmo procedimento foi repetido para coluna 
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negativa, formando na placa B uma nova coluna positiva e outra negativa. A 

placa B foi então colocada na estufa a 37 °C para que os fagos pudessem 

infectar as células por 30 minutos. 

Com auxílio da micropipeta multicanal, retirou-se de uma só vez 10 µL 

de cada poço da coluna positiva e semeou-se estas alíquotas em uma placa de 

petri quadrada, contendo meio LB Agar e 100 µg/mL de ampicilina e 1% de 

glicose, da esquerda para direita até o meio, formando 7 riscos 

correspondentes as diluições de A a G da placa B. Na outra metade da placa 

foram feito os 7 riscos correspondente a coluna negativa, feitos da mesma 

maneira como descrito para coluna positiva. A placa foi então mantida na 

estufa a 37 °C, durante a noite. Estando assim lado a lado na mesma placa, foi 

possível verificar que os 7 riscos positivos tiveram maior crescimento quando 

comparados com os riscos negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.11: Representação da utilização das placas A e B 

Os 90 µL remanescentes da placa B, tanto da coluna positiva quanto da 

negativa, e exceto o primeiro poço de cada, foram semeados em placas LB 

Agar com glicose e ampicilina, sendo empregada uma placa para cada diluição, 

para que as colônias formadas fossem avaliadas para verificar a seleção dos 

nanoanticorpos pelo antígenos J-18 e TS. 

Os 190 µL restantes da suspensão de fagos contendo VHHs expressos 

em seus capsídeos do poço positivo, neutralizado com tampão Tris pH 7,4 

conforme já descrito, foram adicionados a 2 mL de células TG1 em meio LB 
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também já mencionado, em um tubo falcon de 15 mL. Este tubo foi incubado a 

37 °C por 30 minutos, e após este período foi adicionado 8 mL do meio 2xTY-

ampicilina-glicose (100 mL de 2xTY a 100 µg/mL de ampicilina + 5 mL de 

glicose a 20%). O frasco foi incubado novamente a 37 °C por 30 minutos. Após 

este período foi adicionou-se 107 fagos M13KO7 e incubou-se por 20 minutos 

sem agitação e a temperatura ambiente. Então o frasco foi centrifugado por 10 

minutos a 671 x g, e o resíduo celular ressuspendido com 5 mL do meio 2xTY 

contendo ampicilina (100 µg/mL) e canamicina (70 µg/mL), e então colocado 

em um erlenmeyer de 1 L contendo 300 mL do mesmo meio. O frasco foi 

deixado sob agitação durante a noite a 200 rpm e a 37 °C para multiplicação 

das colônias infectadas por fago que foram eluídas do poço positivo. 

Em uma nova placa de Elisa, foi adicionado 10 µg do antígeno (solução 

100 µg/mL) e foi deixado em repouso durante a noite a 4 °C para uma segunda 

etapa de seleção. 

O meio de cultura do erlenmeyer contendo as cepas TG1 infectadas 

pelos fagos da primeira etapa de seleção foi submetido a centrifugação por 30 

minutos a 4 °C e 10733 x g, o procedimento foi realizado em conformidade com 

a página 142 até a obtenção de 1mL suspensão de fagos contendo VHHs 

expressos em seus capsídeos selecionados pela primeira etapa, a partir do 

qual iniciou-se a segunda etapa de seleção; o procedimento a partir deste 

ponto foi igual ao realizado na primeira etapa.  

Ao poço positivo (onde foi adicionado antígeno) e ao negativo (sem 

adição de antígeno) foi adicionado 100 µL do 1mL proveniente de suspensão 

de fagos contendo o VHH do término da primeira etapa de seleção. A única 

diferença foi que nesta segunda etapa os poços foram lavados 20 vezes com a 

solução de PBS contendo 0,05% de tween 20. Ao final da segunda etapa um 

novo meio de cultura contendo as células TG1 infectadas pelos fagos da 

segunda etapa foi incubado durante a noite, centrifugado no dia posterior, e 

recolhido o sobrenadante deste, que após procedimento igual ao realizado na 

primeira etapa, deu origem a 1 mL de suspensão de fago contendo os VHHs 

selecionados pela segunda etapa para que uma terceira etapa de seleção 

fosse realizada de forma igual a segunda etapa. 
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B5. Avaliação da 2ª e 3ª etapa de seleção de nanoanticorpos  específicos 
pelos  antígenos J-18 e TS 

 

As 48 colônias da segunda e terceira etapa de seleção de cada 

antígeno, J-18 e TS, foram avaliadas a partir das colônias formadas pela 

semeadura nas placas LB ágar contendo ampicilina e glicose dos 90 µL 

remanescentes da placa B da coluna positiva. As colônias foram escolhidas e 

numeradas e com auxílio de ponteiras estéreis em oito placas de Elisa de 

cultivo de células de 24 poços de fundo chato. Essas placas continham em 

cada poço 1 mL do meio TB com ampicilina na concentração de 1µg/mL e 

foram incubadas a 37 °C com agitação de 200 rpm, o crescimento das células 

foi checado visualmente, sendo que o tempo de crescimento adequado foi 

cerca de 5 horas. Após este período adicionou-se a cada poço 10 µL de 

isopropil-β-D-tiogalatopiranosídeo (IPTG) 1M e então incubada em estufa a 37 

°C com agitação de 200 rpm durante a noite.  

Duas placas de Elisa de 96 poços nunc maxisorp fundo chato, uma 

placa para cada antígeno J-18 e TS, foram cobertas com 100 µL de uma 

solução de antígeno 1µg/mL, uma fileira sim e outra não, e então encobertas 

com filme de parafina (parafilm) e mantidas a 4 °C durante a noite. 

No dia seguinte as placas de Elisa de 24 poços foram centrifugadas por 

15 minutos a 4 °C e 2054 x g para que as células se depositassem no fundo. 

Enquanto isso, as duas placas de Elisa de 96 poços foram lavadas por 3 vezes 

com PBST e bloqueadas com 200 µL de uma suspensão de leite a 2% em 

cada poço por pelo menos 1 hora. Após o término da centrifugação, o 

sobrenadante foi desprezado e as placas foram invertidas sobre toalhas de 

papel para eliminar o sobrenadante. 

As células precipitadas no fundo de cada poço foram dissolvidas com 

200 µL de TES (Tris, EDTA e sucrose) e colocadas sob agitação a 200 rpm e 4 

°C por 30 minutos. Depois foi adicionado em cada poço 300 µL de TES/4 por 

cima do TES e agitou-se a 200 rpm a 4 °C por 1 hora. Após esse período as 

placas foram centrifugadas a 2054 x g por 15 minutos a 4 °C, sendo que o 

sobrenadante, o extrato periplasmático, continha além de outras proteínas os 
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VHHs, pois eles eram precedidos de um sinal peptídico PelB no vetor pHEN4 

para transporte para o espaço periplasmático. 

Lavou-se as placas de Elisa de 96 poços 3 vezes com PBST e colocou-

se em uma 100 µL do extrato periplasmático obtido a partir do antígeno J-18, e 

na outra, o extrato periplasmático obtido a partir da TS nas fileiras cobertas ou 

não com seus respectivos antígenos. As duas placas foram incubadas por 1 

hora a temperatura ambiente, depois deste período elas foram lavadas por 5 

vezes com PBST. 

Adicionou-se a estas duas placas, nas fileiras com ou sem antígeno, 100 

µL por poçode anticorpo monoclonal de camundongo anti-HA-tag na diluição de 

1/1000 em PBS. Essas placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 

hora e então a solução foi removida através de 5 lavagens com PBST. 

Após as lavagens, adicionou-se nestas placas 100 µL por poço, na 

diluição de 1/1000 em PBS, um anticorpo contra camundongo, conjugado a 

enzima fosfatase alcalina. Esta solução foi deixada nos poços por 1 hora a 

temperatura ambiente e então foi retirada através de 5 lavagens por PBST. 

Finalmente, desenvolveu-se o Elisa com o substrato da fosfatase 

alcalina 2 mg/mL em tampão de fosfatase alcalina e realizou-se a leitura no UV 

em 405 nm, revelando as colônias que produzem nanoanticorpos com maior 

afinidade, sempre comparada com seu branco (poço sem a presença do 

antígeno). 

 

B6. Verificação por Elisa do enriquecimento das seleções da 1ª,  2ª e 
3ª etapa de seleção de nanoanticorpos específicos pelos  antígenos J-
18 e TS 

 

Cubriu-se 4 poços de uma mesma linha de duas placas de Elisa (96 

poços), uma com 100 µL de antígeno J-18 e outra com TS na concentração de 

1µg/mL, encobriu-se com parafilm e colocou-as a 4 °C durante a noite. No dia 

seguinte, lavou-se por 3 vezes com PBST e bloqueou-se com 200 µL de 

suspensão de leite em pó a 2%, os poços da fileira que continha os antígenos e 
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os poços correspondentes da fileira abaixo para servirem como branco por 1 

hora.  

A suspensão de leite foi removida das placas e estas foram lavadas 3 

vezes com PBST. Adicionou-se a ambos os poços, cobertos ou não, 90 µL de 

suspensão de leite em pó a 2% e no 1° poço e no imediatamente abaixo não 

coberto pelo antígeno,10 µL da biblioteca com fagos anterior a primeira etapa 

de seleção, no 2° poço e no imediatamente abaixo,10 µL da primeira etapa de 

seleção do antígeno, no 3° poço e no imediatamente abaixo, 10 µL da segunda 

etapa de seleção do antígeno e no 4° poço e no imediatamente abaixo, 10 µL 

da terceira etapa de seleção do antígeno nas duas placas que continham os 

antígenos J-18 e TS. Foi permitido que os fagos permanecessem por uma hora 

e só após este período foram removidos e lavados 5 vezes com PBST. 

Adicionou-se aos poços cobertos ou seus respectivos brancos 100 µL/poço de 

um anticorpo de camundongo contra M13 conjugado a peroxidase de rabanete 

(HRP, Amersham) e incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente, e então 

lavou-se os poços 5 vezes com PBST. 

A partir de uma solução de 20 mL de ABTS [2,2’-azino-bis(3-

etilbenztiazolina-6-ácido sulfônico)] com 40 µL de água oxigenada foram 

adicionados 10 µL nos poços cobertos e nos seus respectivos brancos, as 

placas foram colocadas no escuro e a cada 5 minutos foi realizada a leitura 

delas no UV a 405 nm, mostrando o enriquecimento de cada etapa de seleção. 

 
 
B7. Inserção dos genes do VHH no vetor pBAD/gIII 
 

 Os fagomídeos enriquecidos foram extraídos do vetor pHEN4. 

Primeiramente, centrifugou-se a 17530 x g em tubo eppendorf 1,5 mL de 

cultura em meio LB ampicilina (100 µg/mL), deixado crescer a 37 ºC durante a 

noite e desprezou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o precipitado 

bacteriano em 100 µL de solução S1, adicionou-se 200 µL de solução S2 e 

misturou-se invertendo para cima e para baixo os eppendorfs e então se 

adicionou a esses tubos 150 µL da solução S3, inverteu-se os tubos para cima 

e para baixo para homogenizar. Incubou-se os tubos no gelo por 15 minutos e 
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centrifugou-se a 17530 x g por 15 minutos. Os sobrenadantes foram retirados 

destes tubos e colocados em tubos novos e a esses tubos novos foram 

adicionados 500 µL de isopropanol, agitou-se utilizando o vórtex e esses tubos 

foram deixados por 15 minutos no gelo. Após este período realizou-se a 

centrifugação por 10 minutos a 17530 x g e desprezou-se os sobrenadantes. 

Adiconou-se ao precipitado, 500 µL de etanol 70% e agitou-se com auxílio do 

vórtex e centrifugou-se por 5 minutos e desprezou-se os sobrenadantes, 

secou-se os precipitados a 65 ºC e acrescentou 50 µL de solução de RNAse 50 

µg/mL. 

Foi realizado PCR de 24 fagomídeos utilizando a seguinte pré-mistura: 

 

Mix (25)   187,5 µL de tampão de PCR 10 vezes concentrado 

10µL por   25 µL de dNTPs a 20 mM                       96 ºC 3’ 

 amostra   12,5 µL de Taq polimerase (5u/ µL)        96 ºC 1’ 

                 950 µL de água                                       60 ºC 1’        35 vezes 

                 25 µL de Fwd pBAD NcoI (20 µM)          72 ºC 1’ 

                 25 µL de Rev pBAD SalI (20 µM)            72 ºC 5’   

 

Realizou-se a precipitação dos insertos de DNA, utilizando 500 µL de 

NaCl 0,2M e 500 µL de isopropanol por eppendorf, deixou-se por 15 minutos no 

gelo, centrifugou-se por 10 minutos a 17530 x g, desprezou-se os 

sobrenadantes e acrescentou-se a esses tubos 500 µL de etanol 70%, 

centrifugou-se a 17530 x g por 5 minutos, desprezou-se os sobrenadantes e 

secou os tubos a 65 °C e acrescentou a cada tubo 10 µL de água. 
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B8. Digestão dos VHH e vetor pBAD/gIII e reação de ligação 
 
 Para digestão dos fragmentos foi preparado a seguinte pré-mistura: 

 

Mix (25)    5 µL   de NcoI (1u = 1µg = 0,1 µL) 

10µL por   10 µL de SalI (1u = 1µg = 0,1 µL)                          

 amostra   Tampão 10 vezes concentrado tango 50 µL       

                 185 µL de água                                        

 

Os fragmentos foram digeridos a 37 °C por 2 horas e após este período 

realizou-se a precipitação dos insertos de DNA conforme ao item B7          

1µg de vetor pBAD/gIII contidos em 400 µL de água foram digeridos com 

0,4 µL de NcoI, 0,8 µL de SalI e 100 µL de tampão 10 vezes concentrado tango 

a 37 °C por 2 horas. Após este período, essa solução foi aquecida por 20 

minutos a 65 °C para inativação das enzimas.   

A reação de ligação foi realizada na proporção molar de 1 equivalente 

molar de vetor pHEN4 para 3 equivalentes molares do inserto de VHH, 

utilizando 1 µL da enzima T4 ligase (5U/µL) e 10% do volume total de tampão 

10x ligation. A reação de ligação foi deixada a noite inteira a 16 °C e após este 

período, a enzima T4 ligase foi inativada por aquecimento de 10 min a 65 °C. 

 
B9. Transformação em LMG194 e expressão de VHH 

 

A transformação ocorreu na E. coli LMG194, a partir de 200 µL desta e  

2 µL de cada plasmídeo contendo o VHH. Foi realizado o choque térmico a 42 

°C por 1 minuto para que os plasmídeos fossem inseridos nas bactérias e após 

isto suspensão foi colocada em meio LB (2 mL) para recuperação das bactérias 

por 1 hora a 37 °C. 200 µL destes 2mL foram semeados em placa LB-ágar com 

ampicilina (100 µg/mL) e deixados crescer durante a noite a 37 °C. 

Quatro colônias de um mesmo clone provenientes de uma placa de LB-

ágar semeada e crescida foram colocadas em quatro tubos falcon de 15 mL 

contendo 2 mL do meio RM com uma concentração de 2% de L-arabinose 
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durante a noite a 37 °C , sendo os clones induzidos, enquanto que as mesmas 

colônias foram crescidas nas mesmas condições, sem L-arabinose, sendo os 

clones não induzidos. 

Após 20 horas, retirou-se 100 µL de cada tubo falcon de 15 mL e 

colocou-os em eppendorfs, centrifugou-se a 17530 x g por 20 segundos, 

desprezou-se os sobrenadantes. A cada precipitado bacteriano foi 

acrescentado 50 µL de loading buffer 1X, agitou-se vigorosamente para 

desfazer o precipitado bacteriano e deixou-os por 5 minutos a 90 °C no banho-

maria. Após isto 30 µL de cada amostra foram aplicadas em gel de 

poliacrilamida 15%. Corou-se o gel com coomassie, descorou-o com solução 

descolorante e observou-se a expressão dos VHHs nos clones induzidos 

abaixo do marcador de 20 kDa. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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