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Beleza e o Brilho de ver, mesmo sabendo que as lagrimas também brotam dos
meus olhos!

E que eu manifeste o amor por minha familia, mesmo sabendo que ela muitas
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Resumo

RESUMO

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase americana € ainda um dos maiores
problemas endémicos na América Latina desde sua descoberta 100 anos atras. Em
2006, havia aproximadamente 7,6 milhdes de casos de infeccdo por Trypanosoma
cruzi nos 21 paises latino americanos. Cerca de 90 milhdes de pessoas estdo sobre 0
risco de contrair a infeccdo. O nimero de mortes e novos casos atribuidos a essa
doenca sao respectivamente 21.000 e 200.000 no ano de 2000. Dois farmacos sao
usados particularmente para tratar esta doenca, nifurtimox e benznidazol que séo
ativos somente na fase aguda da doenca. No Brasil, somente benznidazol é disponivel
no mercado, por causa da resisténcia do nifurtimox as cepas de T. cruzi. Ambos o0s
farmacos causam efeitos adversos graves que incluem polineuropatia periférica,
agranulocitose e trombocitopenia purpura.

Embora o papel exato do sistema imune na patogenia ndo € totalmente
entendido, € aceito que o sistema imune tenha um papel importante na protecdo da
infeccdo parasitaria. Antigenos produzidos por T. cruzi afetam a funcdo celular e
induzem uma resposta cadtica no hospedeiro, como a transialidase (TS) que é
essencial para sobrevivéncia do parasita. TS € uma enzima envolvida na invasao de
células hospedeiras mamiferas, na prote¢cdo contra componentes do sistema
complemento e induz apoptose severa nas células do sistema imune, e que a
administracdo de anticorpos € capaz de neutralizar esta enzima. Outro antigeno, J-18,
um derivado recombinante da glicoproteina gp82, é capaz de se ligar a mucosa
gastrica e isto é crucial para o estabelecimento da infeccédo oral. Entdo, um anticorpo
contra esta glicoproteina poderia ser util para inibir a invasdo na mucosa gastrica.

Cruzipaina é outra enzima importante do T. cruzi e suas fungbes parecem
ser participar da nutricdo, mecanismos de defesa e replicacdo do parasita intracelular.
Enquanto ndo existem fortes inibidores contra TS, compostos tiossemicarzonicos
possuem uma atividade de destaque contra cruzipaina.

Os objetivos deste trabalho foram sintetizar compostos tiossemicarbazonicos
e testar suas atividades, genotoxicidade e produzir nanoanticorpos (anticorpos muito
pequenos derivados de camelideos) contra TS e J-18 para propositos terapéuticos.

Neste trabalho, 12 compostos foram sintetizados, sendo que os trés mais
ativos contra T. cruzi epimastigotas mostraram ndo serem genotoxicos em modelo
experimental em camundongos. A producdo de nanoanticorpos ativos contra TS e J-18
também foi realizada, sendo possivel obter clones expressantes destes
nanoanticorpos.

Lorena Blau



Abstract

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.

Lorena Blau



CAPITULO 1

SINTESE DE COMPOSTOS ANTICHAGASICOS DERIVADOS DE
TIOSSEMICARBAZONA



Capitulo 1 — Introdugdo 12

1.1. INTRODUCAO

No comeco do ultimo século, Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, membro
do Instituto Manguinhos, no Rio de Janeiro, apdés um ano de exaustivo e bem
sucedido trabalho, descobriu em Minas Gerais, o agente etiolégico, o vetor, os
sinais clinicos da doencga e também os mecanismos de transmissao da doenca.
Também descreveu a morfologia do parasita, seu ciclo de vida no inseto e no
hospedeiro mamifero, e revelou os diferentes estagios clinicos e manifestacées
da doenca. Embora ele tenha descrito varios aspectos da doenca, a cura ou
um tratamento adequado permanecem como objetivos a serem alcangados
apos exatos um século de sua descoberta (GOLDBAUM; BARRETO, 2008).

A Tripanossomiase americana ou doenga de Chagas é causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi. A infecgdo humana estende-se através da
América do Norte, Central e Sul, do México a Argentina e Chile afetando 21
paises (SCHMUNIS, 2007).

A maioria das infec¢bes humanas ocorridas no México ainda ocorre
quando pele ou mucosas entram em contato com fezes e urina de insetos
hematofagos de espécies triatomineas infectados por T. cruzi. Contudo
avangos significativos na interrupcdo da transmissdo pelo vetor Triatoma
infestans no Uruguai em 1997, Chile em 1999 e no Brasil em 2006 foram
atestadas pela Organizacdo Panamericana da Saude (SCHMUNIS, 2007;
FERREIRA; SILVA, 2006).

A transfusdo sanguinea ja foi considerada a segunda forma mais comum
de transmissdo do T. cruzi. Felizmente, somente uma fragao de individuos que
recebe sangue contaminado desenvolve a doencga, as taxas variavam de 12 a
20% na Argentina, Brasil e Chile e até 48% no México (SCHMUNIS, 1991). No
entanto, esta forma de contaminagdo vem diminuindo nos ultimos 15 anos,
devido a implementado politicas para prevenir a transmissdo da doenca por
transfusdo na maioria dos paises latino-americanos. Oito paises em 2004
monitoravam 100% o sangue dos doadores e mais quatro paises monitoravam
uma porcentagem = 99% (SCHMUNIS, 2007).

Lorena Blau
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A transmissdo congénita varia de 1 a 12% entre os paises do cone sul
da América do Sul (SCHMUNIS, 2007). Adicionalmente, T. cruzi pode ser
transmitido por transplante de 6rgaos, por acidentes laboratoriais e hospitalares

e por aleitamento materno.

A transmiss&o oral vem ganhando importéncia no Brasil e também em
outros paises, recentemente foi confirmada esta forma de transmissdo na
Venezuela pela ingestdo de bebidas (TEIXEIRA; et al., 2006; RODRIGUEZ-
MORALES, 2008). De acordo com Coura, a infecgdo oral € hoje a mais
importante forma de transmissdo da doencga devido o controle da proliferacao
do inseto e um maior controle nos bancos de sangue (COURA, 2007). Ela
ocorre pelo consumo de alimentos contaminados com o triatomineo ou por
suas fezes e pelo consumo de carne crua de um hospedeiro infectado. O
primeiro relato da doenca transmitida por esta via ocorreu em 1965 através do
consumo de cana-de-actcar (NOBREGA,; et al., 2009).

Durante 1968 a 2005, um total de 437 casos de doenga de chagas
aguda foram constatados na regido amazodnica. Entre janeiro a novembro de
2006, um total de 178 casos da doenga aguda ocorreu no estado do Para
devido ao consumo de acai (NOBREGA; et al., 2009).

Os gambas (Didelphis marsupialis) possuem um papel importante, pois
sao reservatorios das formas metaciclicas infectantes que podem ser
encontradas no lumen de sua glandula anal. Os alimentos ingeridos pelos
seres humanos podem ser contaminados pela secregao desta glandula. Em
1986, muitas pessoas adquiriram a doenga apds ingestdo de caldo-de-cana e
nas proximidades um elevado numero de gambas infectados foi encontrado
(DEANE; et al., 1984; SHIKANAI-YASUDA,; et al., 1991).

Apesar da significante diminuicdo na infeccdo 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
ultima década. No Brasil, das 44 espécies identificadas, as mais importantes
pelo seu grau de contagio, ou seja, espécies primarias sdo: Triatoma infestans,

T. rubrofasciata, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. sordida e Panstrongylus

Lorena Blau
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megistus. Sao consideradas espécies secundarias: Rhodnius neglectus,R.
nasutus, Triatoma rubrovaria e T. vitticeps (TARTAROTTI; et al., 2004).

Estimativas recentes sugerem que aproximadamente 90 milhdes de
individuos permanegam sob o risco de contrair a doenga (SCHMUNIS, 2007).
Em paises como o México, a deterioracdo econdmica tem levado ao aumento
da incidéncia de Chagas (SCHMUNIS, 2007; LEVY; et al., 2006). Nao devemos
nos esquecer das mudangas climaticas no mundo. Baseada em fatores
ambientais e sociais, em conhecimentos médicos e na analise de trés espécies
de triatomineos que abrigam o T. cruzi e que exibem caracteristicas para
domestificagdo, um estudo de Click et al. (2008) indica que ha um risco
potencial desta doenga emergir nos Estados Unidos; uma analise do limiar de
temperatura minima para o aumento da atividade destes triatomineos
demonstra que existe um alto risco potencial para grande parte da regido sul e
parte da regiao central dos EUA, baseado nas previsdes da temperatura para
2030.

Resultados importantes tém sido obtidos em poucas décadas, mas a
situagdo difere grandemente em diferentes regides. Redugdes significativas
tém sido observadas no numero de casos agudos e na populagdo de
triatominios intradomiciliares em paises como Brasil. Dados estimados de
mortes anuais decresceram de 45000 em 1990 a 12500 em 2006. O numero
estimado de individuos infectados é de 15 milhdes e a incidéncia anual de
novos casos durante estes dezesseis anos caiu de 700 mil para 41 mil de

acordo com a Organizagao Mundial de Saude (WHO, 2008).

Entretanto, de acordo com Schmunis et al.(2007), o numero de
individuos infectados no ano de 2006 era de 7,6 milhdes e a incidéncia de
novos casos no ano de 2000 foi de aproximadamente 200 mil e o numero de
mortes foi de 21 mil casos demonstrando uma grande divergéncia nos dados,

retratando a falta de dados epidemioldgicos confiaveis.

Existem apenas dois farmacos disponiveis no mercado: nifurtimox e
benznidazol, ambos ativos para a fase aguda da doenga e apresentam
significativos  efeitos adversos incluindo anorexia, vOmito, diarréia,

polineuropatia periférica, agranulocitose e trombocitopenia purpura, que em

Lorena Blau
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alguns casos levam a descontinuacédo do tratamento (URBINA; DO CAMPO,
2003; CHAMOND; 2002).

Ha dois estagios desta doenga em humanos: a fase aguda, que aparece
rapidamente apds a infecgcdo e é caracterizada por febre, linfadenopatia e
hepato-esplenomegalia e a fase cronica aparece apdés um periodo de laténcia
que pode durar anos. As lesdes desta fase afetam irreversivelmente 6rgaos
internos como o coragao, esdfago, colon e sistema nervoso periférico (LANA;
TAFURI, 1991). Apds muitos anos de um periodo assintomatico, 27% dos
infectados desenvolvem sintomas cardiacos os quais podem levar a morte
subita, 6% desenvolvem disturbios digestivos (megacdlon e megaeséfago) e
3% apresentam disturbios neurolégicos (meningoencefalite aguda multifocal)
(CIMERMAN; CIMERMAN, 2003; WHO, 2003).

Quando a porta de entrada dos tripanossomas € a conjuntiva ocular,
pode ocorrer um edema bipalpebral, unilateral, denominado "sinal de Romafia-

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

corporal, a lesado produzida recebe o nome de "chagoma de inoculagao”.

e
r¥| 2
b o

Figura 1.1: Sinal de Romana-Mazza.

(imagem obtida em: < http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/direction.htm>)
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Com frequéncia, a fase aguda passa despercebida, pois seus sintomas
podem confundir-se com os de diversas outras infecgdes. Entretanto, em
alguns pacientes, principalmente criangas ou individuos imunodeficientes,
quadros meningeos graves e de insuficiéncia cardiaca podem estar associados

e ocorrer obito.

O risco de infecgdo esta diretamente associado a fatores sécio-
econdmicos, pois o vetor que transmite a doenca encontra um favoravel habitat

nas frestas de casas simples rurais denominadas “pau-a-pique” (figura 1.2).

Figura 1.2: Casa de pau-a-pique.

(imagem obtida no site: <http://www.sucen.sp.gov.br>)

1.1.1. Parasito

Taxinomicamente, o parasito causador da doenca de Chagas pertence
ao sub-reino Protozoa, filo Sarmastigophora, da classe Mastigophara, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma e espécie
Trypanosoma cruzi (LANA; TAFURI, 1991).

Possui um flagelo, um nucleo e a mitocondria que abriga em seu interior
os cinetoplastideos correspondentes a 20 a 30% do total do DNA do parasito. A
presenca de cinetoplastideo, que pode ser visualizada por microscépio 6ptico,
conduz ao diagndstico de tripanossomiase ou leishmaniose (CIMERMAN;

CIMERMAN, 2003). Estudos utilizando microscopia eletrobnica mostram que as
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moléculas de DNA de cinetoplastideo sdao organizadas formando macro e
microcirculos. Ha evidéncias de que os microcirculos transcrevem pequenas
proteinas, das quais a existéncia e importancia ainda ndo foram estabelecidas.
Apesar de que existam evidéncias que o DNA destes micronucleos possam se
transferir para o genoma de hospedeiros mamiferos, uma sequéncia truncada
de DNA de cinetoplastideo foi encontrada no genoma de um macaco baboino
infectado por T. cruzi. Os macrocirculos sao responsaveis pela codificacao de
enzimas que participam do metabolismo do parasita (DE SOUZA, 2002,
TEIXEIRA,; et al., 20086).

Sao reconhecidas trés formas evolutivas do T. cruzi (figura 1.3): a
amastigota ou forma de reproducdo em mamiferos, intracelular, de forma
ovoide medindo 3 a 5 um e pode ser encontrada em grande numero,
intracelularmente, como consequéncia de sua divisdo binaria. Outra forma
evolutiva, que se encontra no sangue circulante do vertebrado e também no
intestino do vetor, é a tripomastigota, com flagelo medindo entre 15 e 21um de
comprimento e 3 a 5 um de largura. A ultima forma, a epimastigota, é exclusiva
do vetor em seu intestino (CIMERMAN; CIMERMAN, 2003).

forma amastigota no tecido forma tripomastigota sanguinea forma epimastigota

Figura 1.3: Representagao das formas evolutivas do T. cruzi.

(imagem obtida em: <http://www.parasitologia.com/protzooses.htm>)
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1.1.2. Ciclo Biolégico

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 lumen do trato gastrointestinal como epimastigota (forma
nao infectante), a qual se diferencia no reto, devido ao stress nutricional, em

tripomastigota metaciclico (forma infectante).

A transmissao vetorial no mamifero inicia-se quando o inseto vetor, apos
o repasto sanguineo, defeca liberando as formas tripomastigotas metaciclicas.
Essas formas penetram no hospedeiro vertebrado pela lesdo 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 musculos, células nervosas do coragao e
do trato gastrointestinal. Depois da invasao, os parasitas prontamente escapam
do vacuolo fagossémico 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 multiplicagao) por, aproximadamente, 30
horas, apds a qual, por divisdo binaria, cada amastigota se divide em dois, a
cada 14 horas. Podem ser observados até 9 ciclos de divisdo 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 saida da
célula, os amastigotas se transformam em tripomastigotas. Os parasitos, entao,
readquirem o flagelo e a membrana ondulante, tornando-se tripomastigotas e
disseminam-se para o restante do organismo pela circulagdo sanguinea. Estes
ciclos ocorrem continuamente no hospedeiro infectado, embora com frequéncia
bem menor na fase crbénica da infeccao (URBINA, 1999; CIMERMAN;
CIMERMAN, 2003).

Estes parasitos circulantes podem ser ingeridos durante o repasto

sanguineo dos triatomineos. Desta forma, insetos ndo contaminados ingerem
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as formas tripomastigotas, que se transformam no intestino do inseto em
epimastigotas. Estas se multiplicam logo apds, em ciclos sucessivos,
alcancando o intestino posterior do vetor, onde a maioria se transforma
novamente em tripomastigota metaciclico infectante, que pode contaminar
mamiferos n&o infectados, reiniciando o ciclo evolutivo (URBINA, 1999;
CIMERMAN; CIMERMAN, 2003).

ytrlatomlneo

( » epimastigota
( = tripomastigota

|}

o I ) & =N (> metaciclico
= v

» pele ou ' abrasodes na pele
( mucosa | “ 4 oy mucosas
‘r——v‘
V\ tripomastigota

\
célula _y s penetragdo na célula por', /¥
sanguinea tripomastigotas

»
colonizacao de células musculares
€ nervosas por amastigotas

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 Interferéncia no Sistema Imunoldégico do

Hospedeiro

O exato papel do sistema imune do hospedeiro na patogénese de
infeccbes parasitarias ainda ndo esta completamente entendido, mas existem
evidéncias experimentais de que a deficiéncia ou defeito nas respostas imune
celular e/ou humoral para T. cruzi contribui para o progresso da doenga de
Chagas e que moléculas biossintetizadas por T. cruzi afetam a fungao celular e
contribuem para a desorganizagdo da resposta imune do hospedeiro
(OUAISSI; OUAISSI, 2005).

Glicoinositolfosfolipideos (GIPL) estdo presentes na superficie celular do
T. cruzi nas formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos e bloqueiam a
resposta das células T induzidas por diferentes ativantes policlonais, devido
uma por¢ao ceramida presente na molécula. GIPLs purificados de T. cruzi
inibiram in vitro a proliferacdo de células T CD4" e CD8" induzidas por
antigenos de bactérias e anticorpos anti-TCR e CD3. A inibigdo levou a perda
da responsividade do IL-2, com inibicdo da expressao de CD25. GIPLs também
estdo envolvidos na diminuicdo de antigenos de superficie de células
dentriticas humanas tais como, CD80, CD86, HLA-DR, CD40 e CD57 que sao
importantes na ativagéo de células T (DOS REIS; et al., 2002).

Rodriguez et al. (2007) verificaram que infecgdes de T. cruzi induzem
uma massiva perda de células B imaturas na medula éssea. Células B imaturas
da medula 6ssea sofrem apoptose apds células mieldéides CD11b" infectadas
por T. cruzi secretarem um produto oriundo da via ciclooxigenase. Varios
clones de célula B muito ativados por ativagcdo policlonal no bago de
camundongos infectados promovem apoptose de células B devido ao aumento
da expressao e interacao de Fas e FasL e também de células T pela secrecao
de Gal-1.

Norris € Schrimpf (1994) caracterizaram duas proteinas do parasita, que
sdo proteinas regulatérias do complemento (CRP), uma em forma soluvel e
outra de membrana. Elas mimetizam as CRPs do hospedeiro, prevenindo sua

lise pelo complemento associada as células autélogas, interferindo na agéao das
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convertases na cascata de ativacdo do complemento de ambas as vias:

classica e alternativa.

Outra proteina de grande relevancia para sobrevivéncia do T. cruzi no
hospedeiro € a proteina Tc52, que induz uma supressdo da ativacido nao
especifica de linfocitos T, pode agir diretamente em macréfagos aumentando a
expressao do gene expressante de IL-10, e ainda provoca uma diminuicdo da
expressao de IFN-y e IL-2. (OUAISSI, 2007).

1.1.4.Transialidase

O Trypanosoma cruzi expressa transialidase (TS), enzima que permite a
incorporagdo de residuos sidlicos, a partir de sialoglicoconjugados do
hospedeiro, as mucinas do parasita. Esta incorporacdo protege o parasita
contra o sistema imune do hospedeiro, mascarando os sitios de
reconhecimento para o sistema imune, e favorece a sua incorporagdo nas
células mamiferas. A TS também ¢ liberada da superficie do parasita na
circulagdo sanguinea o que leva a apoptose de células do sistema imune do
hospedeiro (JAGER; 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 diferenca fundamental em genes que codificam a
forma ativa da inativa € a mutacdo na Tyr342 por His. A maioria das
transialidases contém uma sequéncia repetitiva de 12 aminoacidos na regiao
C-terminal denominada SAPA, outra variagéo presente € o diferente grau de
glicolisacédo. Todas estas variagdes dificultam o planejamento de um farmaco
que utiliza como alvo esta enzima. Membros da grande familia de genes que
codificam a transialidase s&o classificados em dois grupos de acordo com sua
expressao tanto em epimastigotas (eTs) ou em tripomastigotas infectivos (tTs).
Apesar das duas formas apresentarem mesma atividade enzimatica e

sequéncias primarias bem conservadas, o tipo eTs é uma proteina trans-
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membrana, enquanto a tTs apresenta o dominio C-terminal denominado SAPA
e uma por¢cao denominada ancora glicosilfosfatidilinositol que permite sua
eliminagéo (JAGER,; et al., 2008; NERES; et al., 2008).

Durante a fase aguda, a TS langa-se na circulagdo sanguinea, apds a
clivagem da ancora GPI, e remove acido siadlico da superficie de plaquetas,
causando trombocitopenia (TRIBULATTI; et al., 2005). Ela também induz
apoptose em bago, timo, ganglios periféricos e também, em células cardiacas
em infecgdes experimentais. A inducdo de apoptose contribui para um estado
transiente de imunossupressao e estudos prévios tém demonstrado que a
apoptose tem um papel patogénico na infecgdo por T. cruzi e que o bloqueio
desta pode ser alvo de intervencao terapéutica (TODESCHINI; et al., 2002;
VERCELLI; et al., 2005; DOS REIS; LOPES; 2008).

A superficie de tripomastigotas invasivos é coberta por inumeras
transialidases e mucinas fixas na membrana pela &ncora glicosilfosfatidilinositol
(GPI). O parasita é incapaz de sintetizar acido sialico e por isso o adquire do
hospedeiro e o transfere para residuos terminais de (B-Gal nas mucinas que
recobrem a superficie dos parasitas. A incorporagcdo de acido sialido propicia
ao parasita protecéo indireta para os residuos (3-Gal devido a carga negativa do
acido sialico e protegcao diante ao reconhecimento pelo Sistema Imune do
hospedeiro destes residuos terminais, além de conferir resisténcia ao Sistema
Complemento do hospedeiro inibindo a lise do parasita, garantindo, portanto, a
sobrevivéncia de tripomastigotas liberados na circulagcdo sanguinea, pois a
sializagdo da superficie do T. cruzi é crucial para o estabelecimento da fase
crobnica da doenca (TONLINSON; RAPER, 1998; NERES; et al., 2008;
BUCHINI; et al., 2008).

O sitio ativo da TS contém caracteristicas conservadas de outras
sialidases microbianas como, por exemplo, o Asp59 essencial para catalise,
contém também, dois importantes residuos (Tyr342 e Glu230) que estabilizam
o estado de transigao, a triade (Arg35, Arg245 e Arg314), as quais interagem
com o grupo carboxilico do acido sialico, e o bolso hidrofobico responsavel pela

interagdo com o grupo N-acetil do acido sialico (BUSCHIAZZO; et al., 2002).
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Figura 1.5: Mecanismo de acao da transialidase

O mecanismo de acédo da TS é mostrado na figura 1.5. Durante a
ligacdo do substrato doador de acido sialico no sitio ativo, o grupo hidroxila da
Tyr342 reage como um nucledfilo em uma reacédo de substituicdo nucleofilica
de 22 ordem, que é assistida por um residuo préximo Glu230 que atua como
um catalisador basico, resultando na formagéao de uma ligagéo covalente entre
a enzima e o intermediario sialosideo. O residuo Asp59 protona o grupo
abandonador na primeira reagao de substituicdo nucleofilica de segunda ordem
e se torna uma base catalisadora para o segundo passo também de
substituicdo nucleofilica de 22 ordem (SNZ2), aceitando o préton do grupo 3-
hidroxil do aceptor galatosideo. Isto resulta, sobretudo na retengdo de
configuragcédo da porgao do acido sialico (NERES; et al., 2008; BUCHINI; et al.,
2008).
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A TS tem uma regido que se liga a galactose terminal que capta o acido
sidlico a ser transferido. Este sitio é colocado entre dois residuos de
aminoacidos Trp312 e Tyr119 que interage com galactoses terminais em
ligacdo B nas moléculas aceptoras ou doadoras de acido siadlico. Como esta
regido € unica para a Ts e nao é presente nas sialidases dos hospedeiros,
mutacdes nestes residuos resultam em diminuicdo ou perda da especificidade
ao substrato, todas estas observagbes demonstram que esta regiao representa
um grande ponto de partida para o desenvolvimento de inibidores especificos
para esta enzima (PARIS; et al., 2001; MUCCI; et al., 2006).

Pesquisadores verificaram que a expressao da TS em T. cruzi € o maior
fator de viruléncia, fendtipos invasivos sao restritos a populagbes que
expressam a TS e que esta enzima foi expressa em niveis significantemente
maiores nas cepas mais letais. A importancia da TS para a sobrevivéncia do T.
cruzi tripomastigota apds infecgao e subsequente invasao foi avaliada a partir
de anticorpos especificos que possuem como alvos epitopos sialiados ou
aceptores de acidos sialicos na membrana do parasita, ou a dominios
cataliticos da TS e levaram a uma reducéo significativa da infeccéo das células
dos hospedeiros (NERES; et al., 2008).

Mesmo com estes dados e conhecimentos surpreendentes a cerca
desta enzima ainda ndo existe nenhum inibidor potente desta, mas a atividade
catalitica da TS € um alvo potencial para o tratamento da doenga de Chagas,
especialmente na prevengado de invasdao em células hospedeiras (NERES; et
al., 2008; BUCHINI; et al., 2008).

No entanto, existem varios alvos ja consagrados de varias enzimas
como a Cruzipaina, Tripanotiona redutase, C14a Esterol Desmetilase,
Farnesilpirofosfato Sintase, Diidrofolato Redutase, Hipoxantina
Fosforribosiltransferase, entre outros de fundamental importancia para a
sobrevivéncia do T. cruzi e que possuem inibidores potentes, como por
exemplo, vinilsulfonas, tiossemicarbazonas, derivados nitrofuranicos, derivados

triazolicos e analogos de purinas (Coura; de Castro, 2002).
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1.1.5. Cruzipaina

O papel da cisteina protease parece ser relevante em muitos aspectos
do ciclo evolutivo dos Plasmodium, Trypanosoma e Leishmania e na relagéo
parasito-hospedeiro. Cisteina protease € a enzima chave envolvida na
penetracao do parasita dentro das células hospedeiras, participa da nutricido do
parasita a custa do hospedeiro e esta envolvida nos mecanismos de escape do

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

Doadores de 6xido nitrico como NOR-3 e SNAP (figura 1.6) modulam
atividade enzimatica através de modificagado quimica de residuos reativos. Eles
podem promover modificagdo quimica de residuos Cys de cisteinas proteases,
incluindo a cruzipaina, uma cisteina protease do T. cruzi, promovendo sua
inibicdo (BOCEDI; et al., 2004).

N—OH H—on

. o)

OiN\t \ [ N—S H NH{

o) —NH g \
NOR-3 SNAP

Figura 1.6: Doadores de 6xido nitrico.

Engel et al. (1998) demonstraram que inibidores irreversiveis de
cruzipaina como N-metil-fenilalanina-homofenilalanina-vinil-fenil-sulfona podem

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

Trabalhos anteriores focam inibidores irreversiveis de cruzipaina como
vinilsulfonas (figura 1.7) (AXYS PHARMACEUTICALS INC, 2001). Embora
estudos em animais demonstrem que estes compostos n&do sdo téxicos em
doses terapéuticas, eles apresentam pouca seletividade em relacdo as

cisteinas proteases humanas.
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1 X=0 e 2 X=NMe

Figura 1.7: Exemplos de vinilsulfonas

Estdo sendo realizados estudos clinicos de fase | do composto 2 da
figura 1.7 denominado CRA3316 e se as triagens clinicas forem bem
sucedidas, o composto talvez represente uma nova alternativa terapéutica para
esta doenga (AXYS PHARMACEUTICALS INC, 2001).

Huang et al. (2002) desenvolveram novos inibidores de cruzipaina com
uma alta seletividade maior que 1000 vezes para cruzipaina sobre catepsina B

e 100 vezes sobre catepsina L (figura 1.8).

/H\ \/[k/ X = NR'C(0), S
NH X
R" NH - \R
: R"= 0
O R /\©
| | |

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

Avaliagdes utilizando QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)
sugerem que a cruzipaina pode acomodar substituintes grandes ou cadeias

hidrofobicas longas de hidrocarbonetos na regido P’.
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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
(regido Cap), a incorporagéo do grupo oximetil-3-piridinil resultou em inibidores
mais potentes que a substituicio por oximetii 2 ou 4-piridinil. A
homofenilalanina foi trocada pela fenilalanina em P4, e isto resultou em um
aumento da poténcia de 2 a 4 vezes e diminuiu a degradagao proteolitica por
proteases humanas. A troca de R” por oximetilpiridinil exibiu uma seletividade
de 5 a 100 vezes para a cruzipaina em relagdo a catepsina L. Uma grande

seletividade é conferida quando P, é fenilalanina ou R? & 3-fenilpropil (figura

P, P Py

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

(regides: Cap, P,, P1 e P1')

Tiossemicarbazonas é uma classe de pequenas moléculas que tém sido
estudadas nos ultimos 50 anos como antivirais, antineoplasicos e também por
suas propriedades contra P. falciparum e T. cruzi. Atualmente, a triapina, uma
tiossemicarbazona, tem sido avaliada em estudos de fase clinica Il como um
antineoplasico (GREENBAUM,; et al., 2004).

Mais de 100 tiossemicarbazonas foram sintetizadas e testadas como
inibidores da cruzipaina (DU; et at, 2002). Sao semelhantes as
nitrossemicarbazonas, mas foi retirado o grupo nitro destes compostos, embora
a geragao de radical nitro seja crucial para inibicdo de outra enzima, a
tripanotiona redutase, que é responsavel pela manutengcdao de um ambiente

intracelular reduzido do parasita para protecao contra o estresse oxidativo
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produzido por radicais livres liberados pela célula hospedeira, sendo a acao
desta enzima essencial para sobrevivéncia do parasita (BONNET,; et al., 2000).
Este estudo gerou uma relagdo de estrutura e atividade basica em relagédo a

cruzipaina (figura 1.10).

S
A S A
At A R N” " NH;,
1 N7 4NH, =N
2
° Ar
ariltiossemicarbazonas pirazolinas ciclicas

Figura 1.10: Estrutura geral das ariltiossemicarbazonas e pirazolinas ciclicas

As tiossemicarbazonas exibiram uma especifica e consistente relagao
estrutura X atividade. A redugéo da ligagdo C=N ou mudanga de C=S por C=0
resultou em diminuicdo da atividade. Para compostos com apenas 1 anel
benzénico, substituicdes em posi¢des especificas podem aumentar a atividade.
Os compostos mais potentes tém a substituicio na posicdo 3 no anel
aromatico, compostos com os substituintes: trifluormetil, bromo e cloro resultam
em potentes inibidores, enquanto outros substituintes conferem pobre
atividade. A dissubstituicdo com 3,4-dicloro ou 3,5-ditriluormetil resultou em
inibidores potentes. A dissubstituigdo nas posi¢cdes 2 e 4 ndo aumentou a
atividade e substituicdes na porgao tioamida amina resultou em perda da
atividade (DU; et at., 2002).

Compostos com anel benzénico ligado a um anel heteroaromatico de 5
membros também foram inibidores efetivos da cruzipaina. Um grupo etila na
posicao 5 foi favoravel em muitos compostos. A conexao do grupo etila na
posicao 5 e N-3 formando pirazolinas ciclicas resultaram em compostos muito
potentes. Estas pirazolinas podem ter aumentado a seletividade para
cruzipaina e também as propriedades farmacocinéticas (figura 1.10) (DU; et at.,
2002).
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Em outro estudo desta classe de compostos, Greenbaum et al. (2004)
exploraram a substituicdo no anel aromatico e também substituicbes no grupo
terminal tioamida amina. Neste estudo, verificou-se que a substituigdo nas
posicdes meta e para do anel aromatico por fenil e fenil éter ndo foi mais
potente in vitro contra cruzipaina que o composto que possui um bromo na
posicado meta, no entanto, a atividade in vitro de arilaminas nestas mesmas
posicdes foi inexpressiva. Substituicdo na porcédo tioamida amina resultou em

decréscimo da atividade.

Neste estudo também foi comparado a atividade inibitoria in vitro da
enzima com a atividade de protecdo a macrofagos de células hospedeiras
contra T. cruzi. Compostos que contém substituintes fenil e fenil éter na
posicdo meta do anel aromatico apresentaram eficacia tanto ao parasita quanto
para enzima, no entanto, a substituicao de arilamina nas posi¢coes meta e para,
mostraram-se ineficientes na inibicdo da enzima in vitro, mas mostrou uma
excelente atividade contra o parasito e 0 mesmo ocorreu para os compostos 2
ou 3 ou 4-acetilpiridina tiossemicarbazona. Os compostos 3 e 4-acetilpiridina
foram de baixa eficacia contra enzima e parasita, no entanto, o composto 2-
acetilpiridina apesar de sua baixa atividade enzimatica demonstrou ser
bastante ativo contra o parasita. Estas diferencas de atividade enzimatica e
antiparasitaria podem ser explicadas pela acdo somatdria de outro alvo
envolvido e no caso especifico da 2-acetilpiridina tiossemicarbazona, que € 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 posi¢ao “R” para
derivados de tiossemicarbazonas e suas atividades enzimaticas inibitorias de
cruzipaina (figura 1.11). A substituicdo de um grupo etil por N-butil, aumentou
duas vezes a atividade, mas a incorporagao de grupos alquilicos volumosos
como t-butil diminuiu a atividade. Ja a substituicdo por grupos aromaticos
conectados por diferentes ligantes como metileno, alqueno, éter possuem

poténcia equivalente quando o substituinte ¢ etil.
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VI

NH,

Cl
Cl

Figura 1.11: Estrutura geral dos compostos propostos por Fujii et al (2005)

Siles et al. (2006) expandiram os conhecimentos de relagao estrutura e
atividade incluindo analogos com anéis fundidos e benzofenonas
funcionalizadas descobrindo nestes compostos, inibidores potentes de

cruzipaina (figura 1.12).

S
S »\NHZ S
N/NH»\NH2 NI/NH N’NH»\NHZ
) (J T ¢

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 s6 nao apresentam atividade
contra T. cruzi, os seus derivados apresentando a porcéo tiossemicarbazona
foram ativos, principalmente aqueles que continham substituicbes apropriadas

no anel aromatico (figura 1.13).

S S

N-NH™ “NH, N-NH" "NH, N-NH

| / / cl i
o) o o)
N
H

Figura 1.13: Estrutura geral dos compostos propostos por Chiyanzu et al. (2003)
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Porcal et al. (2008) sintetizaram derivados hibridos 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 inibitéria somente para
cruzipaina, enquanto o composto 3 apresentou também atividade para

tripanotiona redutase.

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 laboratorios de pesquisa e por agéncias regulatérias
como uma ferramenta de grande utilidade para detectar mutagénicos quimicos
encontrados no meio ambiente, produtos naturais, pesticidas e candidatos a
farmacos. A avaliacdo 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 classificagdo de compostos como mutagénicos ou nao resulta da

combinacao de dados de monitoramento das diferentes cepas. Compostos séo
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considerados mutagénicos se eles dao um resultado positivo para alguma
cepa, com ou sem ativagao do sistema de ativacdo metabdlica de camundongo
(mistura S9). Neste caso, a analise dos resultados de cada cepa sera realizada
independentemente para avaliar aspectos diferentes do potencial mutagénico
de um composto (Ames; et al., 1973; LLORENZ; et al., 2002).

Compostos que apresentam grupo nitro estdo propensos a serem
reduzidos a hidroxilaminas e geralmente exibem potente atividade mutagénica,
no entanto existem varios compostos com o grupo nitro na terapéutica, alguns
exemplos sdo 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). E
conhecido que a energia Lumo (Lowest Unoccupied Molecular Orbital)
correlaciona o potencial de redugao polarografico meia-onda, o qual tem sido
demonstrado corresponder ao potencial de reducdo ou eletro-afinidade de
nitroarenos, uma menor energia Lumo significa maior potencial de
mutagenicidade (MISAKI; et al., 2008). Ja a hidrofobicidade esta relacionada
com a penetragao facil dentro das células, portanto, os compostos mais
hidrofilicos tém uma penetracdo 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 varias propriedades estéricas e
eletrbnicas 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 presenga do grupo nitro
por si s6 ndo confere a um composto mutagenicidade, mas a eletro-afinidade
dos compostos oferecem uma significativa discriminagdo entre compostos

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

Ha diferencas significativamente claras nas propriedades de compostos
positivos e negativos. Compostos negativos possuem em média peso
molecular menor, uma menor area superficial acessivel a solvente e eletro-
afinidade também menor, mas apresentam maiores globularidade, C-LogP e
potencial de ionizagdo (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 introdu¢do de certos grupos funcionais, como
cadeias alifaticas ou grupos carboxilicos, pode diminuir o potencial mutagénico
de um composto. Também a troca de outros grupos funcionais como nitro, ou
decréscimo de centros aceptores de ligagao de hidrogénio pode aumentar as

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

O objetivo deste trabalho foi a obtencdo de compostos derivados de
tiossemicarbazona com atividade antichagasicas, apresentando um grupo

quimico passivel de sofrer derivatizacéo.

Objetivos especificos

1. Obtencdo dos compostos aminicos potencialmente inibidores da
enzima cruzipaina baseados em estudos prévios da literatura de
relacdo estrutura x atividade (SAR);

2. Teste in vitro de atividade tripanocida dos compostos obtidos;
3. Ensaio de mutagenicidade (teste do micronicleo) em camundongos

com 0S compostos mais ativos.
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1.3. MATERIAIS E METODOS

1.3.1. Materiais

1.3.1.1. Sintese dos Compostos Derivados de Tiossemicarbazona

3-aminoacetofenona (Flucka), 4-aminoacetofenona (Flucka), fenacilamina
(Flucka), a-bromo-4-nitroacetofenona  (Acros), acetofenona (Flucka),
tiossemicarbazida (Acros), acido nitrico concentrado (99,5%) (Synth), anidrido
acético (Merck), acido sulfurico concentrado (Synth), hexamina (Synth),
anidrido succinico (Merck), DMAP (Flucka), acetonitrila (Synth), etanol (Synth),
acido acético (Synth), diclorometano (Synth), acetona (Synth), éter etilico
(Synth), NaOH (Synth), pentdxido de fosforo (Synth).

1.3.1.2. Atividade Tripanocida

Dimetilsulfoxido p.a (Merck), meio Lit (liver Infusion Tryptose) soro bovino
fetal (Cultilab), formazan (Flucka), brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (Sigma), metanossulfonato de fenazina (Sigma), Placas de

Elisa 96 pocos.

1.3.1.3. Ensaio de Mutagenicidade — Teste de Micronucleo

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

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

Os procedimentos experimentais detalhados estdo descritos no Anexo A
(pg.124).

1.3.2.1. Sintese 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 s&o obtidas reagindo-se diretamente os compostos
cetbnicos com a tiossemicarbazida, gerando os derivados ndo nitrados
(esquema 1.1). Alguns compostos sado obtidos a partir da protecdo do
grupamento aminico antes da reagao de nitragao, evitando assim a formagéao
de sais de diazbnio nestas aminas o que levaria a formagao de produtos
indesejaveis, e finalizando com a desprotegdo destes grupos apos a nitragao
do anel aromatico e reagdo 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 Ressonancia Magnética Nuclear,
realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de S&o
Paulo (IQ-USP), por Espectrometria de Infravermelho Shimadzu modelo FTIR-
8300, e Espectrometria de massas realizada na Central Analitica do Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo (IQ-USP), por injegcao direta e com

ionizagao por impacto eletrénico.
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Tabela 1.1: Moléculas propostas potencialmente antichagéasicas

37

( Composto Nome Estrutura
TS-1 4-aminoacetofenona S
tiossemicarbazona N-— JI\NH
TS-2 -ami S
3' amlnqacetofenona HoN )J\
tiossemicarbazona z N-N" “NH,
7 H
TS-3 2-amino-1-feniletan-1-ona S
tiossemicarbazona /N\N NH,
H
HoN
TS-4 4-amino-3-nitroacetofenona
tiossemicarbazona O=N N N>_NH2
TS-5 3-amino-4-nitroacetofenona
. . H2 >_NH2
tiossemicarbazona N—NH
TS-6 2-amino-1-(3-nitrofenil)etan- S
1-ona tiossemicarbazona ON /N\HJ\NHZ
NH,
TS-7 acetofenona S
. . NH,
tiossemicarbazona N NH
TS-8 m-nitroacetofenona >\_
tiossemicarbazona 023 N=NH NH;
/
TS-9 2-amino-1-(4-nitrofenil)etan- O:N S
1-ona tiossemicarbazona N.
Z N7 TNH,
H
H,N
MTS-9 Hemissuccinato de 2-amino-1- O:N S
(4-nitrofenil)etan-1-ona N L
tiossemicarbazona Q ~ N NH:
N
HOJ\/YH
6]
TS-10 2-hidroxi-1-(4-nitrofenil)etan- O:N s
1-ona tiossemicarbazona N‘NJ\
H
HO
MTS-10 Hemissuccinato de 2-hidroxi-1- ON
(4-nitrofenil)etan-1-ona .
tiossemicarbazona Q o -
HOJ\/\”/
(6]
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HoN H,N TS1

o)
HzN—NHJ\NHz N—NHJ\NHZ

4-aminoacetofenona X X X
4-aminoacetofenona-tiossemicarbazona

NHy  Ts2
: 1
0
H,N-NHA=NH, _N-NH" “NH,

3-aminoacetofenona

NH,

3-aminoacetofenona tiossemicarbazona

o<
NH

fenacilamina

S TS3 S>_NH2
2
2

N—NH
=
NH,

2-amino-1-feniletan-1-ona tiossemicarbazona

Esquema 1.1: Obtencgéo dos compostos TS1, TS2 e TS3

e

H
Os_N oo N2
o O O Y \©\f HNO; conc. OYN
o — - .
O
4-aminoacetofenona

HCI 6N
NO, A
HoN s
S
Ny, AN el NO;
Ts4 =z H NH, HoN—NH NH, HoN
(6]

4-amino-3-nitroacetofenona tiossemicarbazona

NH,

\f(oﬁol/ HNj)\ HNj)\

HNO; conc.
o) o S O,N
o o]
3-aminoacetofenona

s HCI 6N
IS AN

X g ",
TS5 - H HN"NH" N, O:N
3-amino-4-nitroacetofenona tiossemicarbazona o

Esquema 1.2: Obteng¢ado dos compostos TS4 e TS5 a partir da meta ou para aminoacetofenona
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~
S
H
_H NH2 N’N’ZLNH
(0] H2N \n/ | 2
S
TS7
acetofenona acetofenona tiossemicarbazona
HNO; conc. S
H )J\
.N__NH N—N
(0] H2N \n/ 2 | H NH2
S
NO, NO, TS8
m-nitroacetofenona tiossemicarbazona
Br2 S
55°C J\
N—N
| A NH:
(0]
1. hexamina NH,
Br 5 tiossemicarbazida NO; TS6
NO, 2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona
tiossemicarbazona

Esquema 1.3: Obtencgéo dos compostos TS6, TS7 e TS8 a partir da acetofenona
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O,N

Br

2-bromo-1-(4-nitro)acetofenona

@
LN

hexamina

0]

NH
O,N 2

2-amino-1-(4-nitro)acetofenona

S
J\N,NHZ

H,N
2 H

AgNO3

OH
O,N

2-hidroxi-1-(4-nitro)acetofenona

S
)J\N,NHZ

H,N
" H

TS9

NH
O,N 2

2-amino-1-(4-nitro)acetofenona
tiossemicarbazona

|
TS10 N_NH/l\NHz

OH
O,N

2-hidroxi-1-(4-nitro)acetofenona
tiossemicarbazona

hemissuccinato de
2-amino-1-(4-nitro)acetofenona
tiossemicarbazona

hemissuccinato de
2-hidroxi-1-(4-nitro)acetofenona
tiossemicarbazona

nitro)acetofenona

Esquema 1.4: Obtengéo dos compostos TS9, TS10, MTS9 e MTS10 a partir da 2-bromo-1-(4-
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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 Laboratdrio de Imunologia sob orientagao da Profa. Dra. Regina
Cicarelli e colaboracdo da Mestre Gabriela Du6é Passerine. O ensaio foi
realizado em triplicata e em placas de poliestireno de 96 pocos estéreis e com
tampa, empregando-se cepa Y de T. cruzi em meio LIT (Liver Infusion
Tryptose). A quantidade de parasitas mortos para cada concentragdo das
substancias testadas foi medida espectrofotometricamente empregando-se o
meétodo colorimétrico da redu¢do do MTT em formazan.

Emprega-se neste ensaio a forma epimastigota de T. cruzi por ser uma
forma nao infectante e de facil manutencdo em cultura. Utilizou-se culturas de 7

dias, na fase log de crescimento.

1.3.2.3. Ensaio de Mutagenicidade - Teste do Micronucleo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara (Protocolo
CEP/FCF/CAr. N° 38/2008) e foi realizado com a coloboracdo da Mestre
Priscila Longhini Bosquesi.

Para avaliagdo 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 trés doses de cada um dos farmacos, 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 solugéo de carboximetilcelulose (CMC) 1% e
Tween 40 0,2%.

Foram coletadas amostras de sangue da cauda de 10 animais que foram
tratados somente com agua, com o objetivo de se obter assim a frequéncia
basal de micronucleos para cada individuo (controle-interno). Trinta horas
depois da administracdo dos compostos (TS-9, MTS-9, TS-10 e benznidazol)
aos animais, foi realizada a coleta de sangue para a avaliagdo da

mutagenicidade aguda dos farmacos.
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1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1. Mecanismo de formacao dos derivados de

tiossemicarbazonas

O mecanismo de reacao de formacdo das tiossemicarbazonas se
processa através do ataque nucleofilico da tiossemicarbazida ao atomo de
carbono carbonilico (esquema 1.5). A protonacdo do atomo de oxigénio dos
compostos cetdnicos se faz necessario, pois torna o carbono carbonilico ainda
mais susceptivel ao ataque nucleofilico, sendo esta reacdo de adicao
favorecida pelo aumento da concentracdo hidrogenionica. No entanto, a
concentracao hidrogeniénica deve ser suficientemente acida para que uma
fracdo apreciavel do composto carbonilico se encontre protonada, mas
evitando-se uma protonagdo excessiva da tiossemicarbazida, o que foi
alcangcado mantendo-se o pH entre 3 e 4. A condi¢cdo exata da concentragao
hidrogenibnica a ser utilizada depende, portanto, da nucleofilicidade do
reagente e da reatividade do composto carbonilico (MORRISON; BOYD, 1996).

o] *OH e Ro s
R1—|—NH2NHZCSNH2
OH
NH,NH,CSNH, ¢
H* R4 S
1L J=N-NH—<  + H0 + H
R, NH,
NH3NH,CSNH,

Esquema 1.5: Mecanismo de formagéao de tiossemicarbazonas
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1.4.2. Mecanismo de Formacgao e Sintese dos Compostos Nitrados

Derivados de Tiossemicarbazona

A reacédo de protecdo do grupamento amina ocorre através do ataque
nucleofilico das aminoacetofenonas ao carbono carbonilico do anidrido acético,
ocorrendo liberagdo de uma molécula de acido acético (esquema 1.6). Ja a
reacdo de nitragcdo ocorre através de uma substituicido aromatica eletrofilica,
onde o ion nitroilo, NO,", que é a particula eletréfila ataca o anel aromatico,
formando o ion benzendnio. O ion basico NOj™ extrai entdo um préton do ion
benzendnio, formando o produto de substituicdo (MORRISON; BOYD, 1996).

O O
NHz © © H(® P
» R )J\O H,E - Hl}l + OH
R

0] (0]
CHs CHjy
R=

3-aminoacetofenona  4-aminoacetofenona

(2) HNO; + 2HNO;

NO,*
o) ,/_\

H30+ + 2NO3_ + N02+

O,N

0 —
O,N

4) NO5 2 O,N
\\/H [

Esquema 1.6: Mecanismo de formagao dos compostos nitrados derivados de

tiossemicarbazona
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A reagao de protecdo do grupamento amina, antes da reacdo de
nitracao, se faz necessaria para que nao ocorra durante o processo de nitragao
a formacéo de sal de diazénio neste grupamento amina. A formagéo deste sal

levaria a formacgao de derivados diazotados.

A presenga de um ou mais substituintes no anel torna a substituicao
aromatica eletrofilica mais complicada. Existem grupos que s&o fortemente
ativantes (orto e para dirigentes), como —NHy, -NHR, - NR; e -NHCOCHj5 (este
ultimo é moderadamente ativante), grupos que sao desativantes do anel
aromatico (meta dirigentes), como -NO,, -N(CHz)3*, -CN, -CHO, -COR, -SO3H, -
COOH e -COOR, e ainda grupos desativantes orto e para dirigentes, tais como
-F, -ClI, -Br e —I (MORRISON; BOYD, 1996).

Todavia, mesmo havendo substituintes € possivel fazer prognésticos de
acordo com as seguintes generalizagbes: a) Acao de grupos fortemente
ativantes sobrepdem-se, em geral, a de grupos desativantes ou fracamente
ativantes, e b) em geral ha pouca substituicdo na posigédo situada entre dois
grupos que sao meta um em relagao ao outro. Em muitos casos, a substituicao
processa-se como se nao houvesse espaco suficiente entre eles para que

ocorra substituicdo apreciavel nesta posi¢gao (MORRISON; BOYD, 1996).

No caso da 4-aminoacetofenona, a qual possui dois substituintes: um
grupo —COR (desativante, meta dirigente) e um grupo —-NHCOCH;
(moderadamente ativante, orto e para dirigente), apenas um produto a partir de
reacdo de mononitracdo €& formado preferencialmente, o 3-nitro-4-N-

acetilaminoacetofenona.

A reagdo de substituicdo eletrofiica do ion nitroilo na 3-
aminoacetofenona se processa sem a predominancia de apenas um composto,
sendo possivel a formagao de trés isbmeros devido a ativagao diferenciada dos
dois substituintes do anel aromatico em relacdo as posi¢des preferenciais de
ataque do ion nitroilo (esquema 1.7). Dependendo das condi¢gbes reacionais
apenas 2 isOmeros se formam, podendo de acordo com as condi¢des
empregadas ocorrer variagdo na proporcao entre eles (WATERS, 1945;
LEONARD; BOYD, 1946).
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NO, M

Pf: 121 °C

l HCI 6N

)

O o)
NOZ 02N
NH NH
O&L\ o)
Pf: 167 °C Pf: 150°C
HCI 6N
HCI 6N

Esquema 1.7: Formagéao dos isbmeros durante reagao de nitragdo a partir da 3-N-

acetilaminoacetofenona
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1.4.3. Caracterizagao Espectrofotométrica dos Compostos Obtidos

Em geral, os compostos foram obtidos com rendimento médio de 65%, e
a purificacdo do produto final feita facilmente através de lavagem com agua ou
recristalizac&o a partir de metanol.

A identificacdo estrutural dos compostos foi feita por espectrofotometria
de infravermelho e ressonancia magnética nuclear (RMN 'H). Através da
analise dos resultados obtidos por infravermelho, podemos observar a
presenca dos grupos funcionais que caracterizam estas moléculas, ou seja, a
porcao 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 presenca
destes grupamentos em todas as estruturas, havendo alguma modificagao na
frequéncia de absor¢do dada a influéncia de grupos funcionais adicionais
caracteristicos de cada estrutura, como a presenga de grupo nitro aromatico,
ou amina aromatica ou alifatica. As figuras contendo os espectros obtidos para

cada composto sdo mostradas no Apéndice A (pg. 100).
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N
R1/©)13

Rz

S
XNH

N

2

R1 R2 R3 deformagao de NH C=N NO, N-N N-C-S C-N C=S

Composto axial anqular def. Def. axi. | Def. axi. def. def. def. axial def.

gu axial ass. sim. axial axial ) axial

TS1 NH, H H 3447- 1590 1622 -—- - 1489 1281 1186 1099
3150

TS2 H NH, H 3440- 1582 1616 -— - 1485 1281 1246 1101
3144

TS3 H H NH, 3389- - 1595 - 1541 1308 1244 1018
3163

TS4 NH, NO, H 3466- 1589 1634 1508 1339 1468 1246 1178 1086
3155

TS5 NO, NH, H 3315- 1605 1630 1516 1327 1468 1242 1105 1088
3165

TS6 H NO, NH, 3389- - 1589 1539 1356 1443 1285 1111 1043
3215

TS7 H H H 3410- - 1589 -— 1512 1288 1096 1096
3148

TS8 H NO, H 3395- - 1597 1512 1350 1512 1296 1096 1096
3148

TS9 NO, H NH, 3487- - 1596 1512 1342 1512 1288 1096 1096
2986

TS10 NO, H OH 3402- - 1604 1512 1342 1512 1265 1064 (C- 1126

3163 0)

MTS9* NO, H NH-(C=0)- 3493- - 1591 1521 1338 1492 1295 1126 1126
C,H,CO,H 3067

MTS10** NO, H 0-(C=0)- 3433- - 1612 1512 1342 1465 1250 1172 1172
C,H,CO,H 3163

* deformacéo axial C=0 amida: 1624 cm™". ** deformacao axial C=0 éster: 1728 cm™’
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De posse do conhecimento da existéncia dos grupamentos funcionais
desejados, evidenciado pela analise de infravermelho, a confirmacgéao estrutural
foi realizada por RMN 'H, onde o calculo das integrais da area dos picos nos
fornece uma importante informagéo acerca do numero de atomos de hidrogénio
que compdem a molécula, e ainda, através dos valores das constantes de
acoplamento, podemos predizer a disposicdo dos grupos funcionais ligados
diretamente ao anel aromatico. O uso das duas técnicas empregadas é o
suficiente para a caracterizagdo desejada, visto as estruturas serem muito
semelhantes, o que facilita uma analise comparativa das absorgdes
encontradas, e a simplicidade das reacdes de obtengdo dos compostos, uma
vez que partimos na maioria das vezes de duas substancias puras adquiridas
no mercado. Na tabela 1.3 estdo atribuidos os deslocamentos quimicos de

RMN "H (os espectros de RMN s&o mostrados no Apéndice B pg. 106)

Contudo, a molécula TS9 ndo pode ser adequadamente caracterizada
por RMN dada sua insuficiente solubilidade nos solventes organicos
deuterados mais usualmente empregados em RMN (DMSO-d6, Metanol-d4,
D,O, CDCI;, e acetonitrila-d3). Apesar disto, o infravermelho apresenta-se
consistente com as absor¢gbes encontradas nos demais compostos, o que
sugere a obtengdo do composto; e ainda, o composto TS9 foi posteriormente
derivatizado com um grupamento hemissuccinico, 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 Apéndice B, pgs. 116 a 118), o que reforga ainda mais a
obtencdo do composto, uma vez que se o primeiro ndo existisse seu derivado

nao poderia ser obtido.
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Tabela 1.3: Deslocamento quimico (ppm) de RMN 'H dos compostos derivados de tiossemicarbazonas
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S
>\‘NH2
N-N
R> R3
Comp. R1 R2 R3 S=C-NH; NH CHzou H aromatico NH arom. OH alif. CH2-CH; COOH
CH; ou alif. hemissuc. hemissuc
TS1 NH2 H H 1H,7,7s 1H,10,0s | 3H,2.2s 2H, 6,5d, J=8,0 2H,5,5s - -
1H, 8,1 s 2H, 7,6 d, J=8,0
TS2 H NH2 H 1H,7,7s 1H,10,2s | 3H,22s 2H,7,0d, J=8,0 2H,5,1s - -
1H, 8,3 s 1H, 6,6 t, J=8,0
1H,71s
TS3 H H NH, 2H, 8,5 sl 1H,9,4 s 2H,4,0s 5H, 7,4-7,6 m 3H, 8,5 sl - -
TS4 NH2 NO> H 2H,8,2-83m | 1H,10,2s | 3H,22s 1H, 7,0 d, J=9,0 2H, 7,7 s -
1H, 8,2-8,3 m
1H,79s
TS5 NO; NH; H 1H,7.9s 1H,10,4s | 3H,22s 1H, 7,3 dd, J=2,0; 9,2 2H,7,4s - -
1H,8,5s 1H, 7,9 d, J=9,2
1H,7,4d, J=2,0
TS6 H NO> H 2H,8,4-85m | 1H,104s | 2H,40s 2H, 7,8 m 3H, 8,4- -
1H, 8,3 ddd, J=3,0; 3,2 e 6,4 8,5m
1H, 8,3 dd, J=1,6 € 3,0
TS7 H H H 1H,79s 1H,10,2s | 3H,2,3s 2H,79m -
1H, 8,3 s 3H,7,4m
TS8 H NO. H 1H, 8,1s 1H,104s | 3H,2,4s | 1H, 8,2ddd, J=2,2;2,2¢e 8,0 -—-
1H, 8,4 s 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 NO; H OH 1H,8,2s 1H,11,0s | 2H,4,8d 4H,8,2 s --- 1H, 6,1t -
1H, 8,6 s J=5,3 J=5,3
MTS9 NO2 H NH-(C=0)- 2H, 8,1-8,3 m 1H,8,5s 2H,4,3d 4H, 8,1-8,3 m 1H, 8,8 t 4H,2,3-25m | 1H,11,1s
CH2;H4CO.H J=6,0 J=6,0
MTS10 NO> H 0O-(C=0)- 1H, 8,1-8,2 m 1H, 8,6 s 2H, 5,3 s 4H, 8,1-8,2 m --- 4H,2,4-25m | 1H,10,9s
CH2H4C02H 1H, 8,3 S
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Tabela 1.4: Deslocamento quimico e atribuigdes para o composto hemissuccinato de 2-amino-

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

S
N)J\NHZ
2 |
3 1 0
ON"I 2 HNNOH
0
Grupo 5'H (ppm), mult, J | §"™*C (ppm) gHMBC
em Hz
-NH, 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
2 128,04 123,20; 128,04; 142,32;
3 4H,8,11-8,26 m 123,20 144,30; 147,44
4 147,44
-CH,- 2H, 4,33d J=6,0 34,51 142,32; 144,30; 172,45
-C(O)NH- 1H, 8,77tJ=6,0 34,51; 172,45
-C=0-NH- 172,45
-CHy-CH,- | 4H,2,31-246m | 29,58 e 28,94 29,58; 28,94; 173,55
-C=0-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 estao resumidos na tabela 1.5.

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

combosto 100 | 50 | 25 10 5 2,5 1 1c0
P pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL ”(?‘M)
S
D—NH,
TS1
S
Y NH,
N—NH
©—< 46% | 28% | |- | | = |
HoN TS2
S
N—NH
m 0% | 1% |-
NH, .HCI
1S3
S
S,
N—NH
O,N
TS4
S
J S
N—NH
OzN / Y [ [ (") o . . 60,60
z@—ﬁ 75% | 42% | 14% | 5% 26a0)
HoN
TS5
S
DNH,
N—NH
{ 27% | 3%
NH, .HBr
O,N
TS6
L
N, 37,68
— 0, 0, 0, 0, _— _— — )
N-NH 9% | 62% | 30% | 5% (195.0)
C \ TS7
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{ 48% 46% 43% 16% 3% - — —

O,N

N—NH
oN ) 100% | 100% |100% |©7% |83% |53% |23% | oS

N—N
on ) 4,25
OH | 99% | 98% |85% |76% |54% | 30% |15% | (5

0]
MTS9
SYNHZ
N 9,59
J@JVOH 100% | 100% |92% |51% |8% 2% 1% (37,7)
O.N
TS10
S NH,
_NH
N‘ o] 41,09
Q)VONOH 89% |55% |38% [23% |11% |8% (116.0)
6}
O,N
MTS10

Embora o numero de compostos sintetizados ser relativamente pequeno,
€ possivel abstrair algumas informagdes acerca de estrutura versus atividade
nestes compostos em diversos aspectos. Notoriamente, os 4 compostos de
maior atividade apresentam grupamento nitro em posi¢do para no anel
aromatico, é o caso dos compostos TS9, TS10, MTS9 e MTS10, e ainda todos
0s compostos que apresentam grupo nitro em posicao meta no anel foram
menos ativos que seus isbmeros em para ou mesmo sem este grupo, tal como
os pares TS4 (inativo) e TS5 (IC50=60,60 pg/mL), TS6 (3% inibigdo a 50 pug/mL)
e TS9 (IC50=2,13 pg/mL), e TS8 (3% inibicdo a 5 yg/mL) e TS7 (1C5,=37,68
Mg/mL).
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A posicdo do grupamento amina também interfere grandemente na
atividade biologica dos compostos, observa-se que este grupo ndo € bem
tolerado no anel aromatico, 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 aminico esta no anel, ele € mais
bem tolerado em posicdo meta (TS5 e TS2) do que em para (TS4 e TS1),
porém o ideal parece ser a auséncia 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
esta presente em posi¢ao para no anel, exceto no caso da TS5, que apresenta
uma amina aromatica, sendo menos ativo que o composto TS7, onde os

grupos nitro e amina estdo ausentes na molécula.

Comparando-se os compostos TS9, TS10, MTS9 e MTS10 observa-se
que quando a cadeia lateral apresenta um substituinte ha uma preferéncia por
substituintes de menor peso molecular e mais hidrogenados (-NH; e —OH) do

que aqueles maiores e menos hidrogenados (-NH(C=0)-R e —O(C=0)-R).

Desta forma, podemos estabelecer algumas relagdes estrutura x
atividade: 1°. grupo Nitro aromatico: posicdo para > ausente > posigcdo meta;
2°. Grupo amina: alifdtica > aromatica em meta > aromatica em para, e 3°.
Cadeia lateral: -CH3; > -CHy-NH, > -CH>-NH(C=0)-R > -CH-OH >
-CH,—-O(C=0)-R.

Uma vez que o objetivo deste trabalho foi a obtengdo de compostos
ativos e com grupamento quimico passivel de sofrer derivatizagdo, o composto
TS9 cumpriu as expectativas apresentando-se bastante ativo (ICs50=6,4 pM),
quando comparado ao benznidazol (IC5=34,6 uM), além de possuir grupo
amina primaria, na qual é bastante reativa para uma posterior obtencdo de um

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

Uma vez selecionados os 3 compostos de maior atividade (TS9, MTS9 e
TS10), realizou-se a avaliacdo da genotoxicidade destes através do teste de
micronucleo. Este ensaio foi realizado apenas com 3 compostos pois, por
empregar 10 camundongos para cada dose de cada composto, seria
necessario a utilizagdo 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 analise citolégica contendo
amostras do sangue periférico dos camundongos tratados com os farmacos
encontram-se na tabela 1.6, onde podemos verificar as frequéncias médias de
células micronucleadas, bem como os desvios padrdo para cada um dos

grupos de tratamento.

Tabela 1.6. Numero de células micronucleadas por animal, média e desvio padrao (SD)

Tratamentos Animais Média | SD

(mgﬂ] p.c.) 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 agua 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 | 48 | 225
TS9

50 2 1 0 2 2 1 1 1 2 3 1,05 0,85

100 3 2 3 2 4 2 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 5 0 4 2 0 3 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
comparacgao entre as medias encontradas baseando-se no teste T estatistico,
com nivel de significadncia 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 unico farmaco atualmente disponivel no mercado, o
benznidazol foi adicionado a este ensaio como referéncia de genotoxicidade do
que é hoje aceito para o tratamento da doenga. A comparagéao foi feita numa
unica dosagem de 100 mg/Kg p.c., onde todos os grupos tratados apresentam
diferenca significativa do controle negativo (tabela 1.7). Na figura 1.16 vemos o
histograma das frequéncias encontradas para cada um dos tratamentos

realizados.
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C+ C- C BDZ** TS9 (mg/Kg p.c) TS10 (mg/Kg p.c) MTS9 (mg/Kg p.c)
agua 50 100 250 50 100 250 50 100 250
Cc+ <0,001 | <0,001 | <0,001 ] <0,001 | <0,001 | <0,001 J <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 agua <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 ndo haver diferenca significativa entre as médias

** BDZ (benznidazol na concentragdo de (100 mg/Kg p.c)
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Figura 1.16. Histograma da frequéncia média (+/- erro padrao) de reticuldcitos micronucleados

para 1000 células obtidas de camundongos tratados na dose de 100 mg/Kg p.c.

O farmaco benznidazol apresentou-se mais genotoxico do que os
demais compostos testados nesta dosagem (tabela 1.6). Nas demais doses
estudadas, nao foi possivel verificar uma diferengca na atividade genotdxica
entre os 3 compostos estudados, o que significa que todos apresentam
atividade similar e muito inferior ao controle positivo. Na dose de 50 mg/Kg p.c.
todos os compostos apresentaram genotoxicidade semelhante a encontrada

para o controle negativo (tabela 1.6 e figura 1.17).
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Figura 1.17: Histogramas da frequéncia média (+/- erro padrao) de reticuldcitos micronucleados
para 1000 células obtidas de camundongos tratados nas doses de 50 mg/Kg p.c. (superior) e

250 mg/Kg p.c. (inferior)

Encontram-se na figura 1.18 os histogramas obtidos para cada
tratamento isolado, nas diversas dosagens administradas. Observa-se que em
todos os casos os compostos apresentaram-se muito menos genotoxico que o
controle positivo, 0 que demonstra a baixa atividade genotoxica destas

moléculas.
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Figura 1.18: Histogramas da frequéncia média (+/- erro padrao) de reticulécitos micronucleados
para 1000 células obtidas de camundongos tratados nas diversas dosagens para cada

tratamento
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1.5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Através das metodologias sintéticas apresentadas, foi possivel sintetizar
e caracterizar 0S compostos propostos, e assim, obter derivados de
comprovada atividade tripanocida e com grupo aminico ou hidroxilico ou

hemissuccinico de facil derivatizacao.

Com base nos resultados da atividade tripanocida in vitro, pode-se
observar a importancia da presenca do grupo nitro nestas estruturas, assim
como a influéncia negativa da presenca de grupo amina aromatica para esta

atividade.

A partir dos 3 compostos de maior atividade biolégica, testou-se a
mutagenicidade destes no Teste de Micronucleo, sugerindo uma baixa
atividade mutagénica dos compostos. A mutagenicidade foi ainda menor que a
encontrada no unico farmaco utilizado hoje no Brasil contra a Doenca de

Chagas, o benznidazol.

Serdo realizados mais ensaios para avaliar o potencial mutagénico
destas moléculas, como o Teste de Ames e também para avaliar a toxicidade e

atividade in vivo.

Estes trés compostos poderdo ser derivatizados em sua cadeia lateral,
gerando compostos hibridos ou Sistemas Farmaco-Dirigido, podendo-se assim

aumentar a poténcia ou a especificidade ou diminuir a toxicidade.
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2.1. INTRODUCAO

2.1.1. Utilizacdo de Anticorpos na Terapéutica

O T. cruzi é um parasita eucarionte bem adaptado que apresenta um alto nivel
de variabilidade genotipica, e sua multiplicacdo nos tecidos do hospedeiro divide com
as células cancerigenas uma caracteristica marcante, a capacidade para a rapida
divisdo celular. Surpreendentemente, doencas parasitarias e cancer compartilham
estratégias semelhantes de escape do sistema imunolégico. Essas alteracdes
imunolégicas devem ser adicionadas para avaliacdo da patogenia e na terapéutica,
para se buscar alternativas a fim de reduzir respostas imunes ndo especificas,
contribuindo para um controle melhor da infeccdo (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 Kohler e Milstein (1975), utilizando
linhagens de células de camundongo que secretam um Unico tipo de anticorpo com
uma especificidade Gnica ao antigeno (KOHLER; MILSTEIN, 1975). Esta tecnologia
permitiu a producdo de anticorpos monoclonais utilizando como antigenos, proteinas,
carboidratos e acidos nucléicos. A disponibilidade destes anticorpos monoclonais de
camundongo (murinico) abriu caminho para aprimoramento de diagnésticos e da
terapéutica. Contudo a ampliagdo da aplicagdo de anticorpos monoclonais sofre
severas limitacdes, como 0 custo elevado para producdo e expressao em sistemas
mamiferos, inabilidade para aperfeicoar estes anticorpos utilizando técnicas de
engenharia genética e, sobretudo, pelo potencial imunogénico de anticorpos de

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

. Na década de 90, avan¢cos na biologia molecular permitiram o emprego de
Escherichia coli para producdo de anticorpos recombinantes n&o somente
expressos em células bacterianas contendo fagomideos (vetores hibridos de
bactéria e fago), tecnologia denominada de “ Phage display”, permitindo mais
rapidez na selecdo e maior producdo de anticorpos especificos (CARMEN;
JERMUTUS, 2002).

. Anticorpos quiméricos que combinam fragmentos de regides variaveis de
camundongo com regides constantes humanas (BOULIANNE; et al., 1984);

. Anticorpos humanizados que séo inteiramente humanos, exceto pelas regides de
ligacdo com antigeno CDRs de origem de camundongo (RIECHMANN; et al.,
1988), e

. Anticorpos humanos desenvolvidos a partir de camundongos transgénicos
produtores de anticorpos inteiramente humanos (KELLERMANN; GREEN, 2002).

murnico  quimeérico humanizado  humano

%ﬁ ® o@ RSy ¥
Omab leob Zumab Umab

Decréscimo de imunogenicidade

Figura 2.1: Tipos de anticorpos e potencial imunogénico

Lorena Blau



Capitulo 2 — Introdugéio 64

Os anticorpos monoclonais sdo proteinas que possuem uma grande massa
molecular média de aproximadamente 150 kDa. Geralmente AMCs possuem uma
moderada atividade citotéxica e sdo frequentemente utilizados em associacdo com
agentes antineoplasicos. Mesmo nos casos que anticorpos ndo conjugados possuam
boa atividade, um artificio utilizado € a conjugacao a isétopos 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 bilhdes de ddlares. Os nomes genéricos dos AMCs seguem regras de
nomenclatura, eles sempre terminam em “mab” indicando serem anticorpos
monoclonais, as letras que precedem esta terminacdo indicam a fonte genética: a letra
“0” significa origem murinica e “u” humana, as letras “xi” quimérica e “zu” humanizada.
(REICHERT; VALGE-ARCHER, 2007).
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Nome Nome . L ~ Ano

genérico comercial Origem Primeira indicacdo aprovada de )
aprovacao
muromomab- Orthoclone murinica Prevencdao de rejeicdo de 1986
CD3 Okt3 transplante de rim
abciximab Reopro guimérica Prevencao de coagulo sanguineo 1994
em angioplastia
rituximab Rituxan guimérica Linfoma ndo Hodgkin 1997
daclizumab Zenapax humanizada Prevencao de rejeicdo de 1997
transplante de figado
basiliximab Simulect guimérica Prevencdo de rejeicdo de 1998
transplante de figado
palivizumab Synagis humanizada Prevencao de infeccéo 1998
respiratéria virética

infliximab Remicade guimérica Doenca de Chron 1998

trastuzumab Herceptin humanizada Cancer de mama 1998

alemtuzumab Campath-1H | humanizada Leucemia mieléide crbénica 2001

ibritumomab Zevalin murinica Linfoma ndo Hodgkin 2002

tiuxetan

adalimumab Humira humana Artrite reumatoéide 2002

omalizumab Xolair humanizada Asma 2003

tositumomab- Bexxar murinica Linfoma ndo Hodgkin 2003

1131

efalizumab Raptiva humanizada Psoriase 2003

cetuximab Erbitux quimérica Cancer coloretal 2004

bevacizumab Avastin humanizada Cancer coloretal 2004

natalizumab Tysabri humanizada Esclerose multipla 2004

ranibizumab Lucentis humanizada Degeneracdo macular 2006

panitumumab Vectibix humana Cancer coloretal 2006

eculizumab Soliris humanizada Hemoglobindria paroxistica 2007

noturna
certolizumab Cimzia humanizada Doenca de Chron 2008

pegol
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2.1.3. Sistema Conjugado Farmaco-Anticorpo

O Sistema Conjugado Farmaco-Anticorpo é um tipo de pro-farmaco denominado
farmaco dirigido. Os transportadores utilizados nesta forma latente sdo capazes de
transportar os farmacos seletivamente do local de administracdo até o sitio de acéo
(receptores especificos) e no local de acdo ou proximo dele ocorre a liberagdo da
porcdo ativa. O objetivo principal do farmaco dirigido € minimizar as reacdes adversas
provocadas pela acao inespecifica do farmaco em outros alvos, diminuindo, portanto, a
toxicidade (CHUNG; FERREIRA, 1999).

Os transportadores mais interessantes utilizados nesta forma latente s&o
agueles que interagem especificamente com os sitios presentes na superficie das
células-alvo. Os farmacos podem ser ativados ap6s a endocitose do conjugado
farmaco-transportador pela propria célula alvo mediante agcdo de hidrolases acidas

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

Os transportadores macromoleculares como anticorpos monoclonais, albumina,
lecetinas, horménios peptidicos e glicoproteinas sdo os mais empregados com o
objetivo de se obter formas latentes altamente seletivas (CHUNG; FERREIRA, 1999).

O Sistema Farmaco-Anticorpo Conjugado torna-se interessante na medida em
gue o0 anticorpo, apesar de possuir uma O6tima afinidade ao antigeno, ndo é
suficientemente citotoxico e o farmaco altamente citotoxico ndo € seletivo e ainda pode
possuir uma baixa biodisponibilidade. Neste sistema, trés componentes sao
imprecindiveis: o anticorpo monoclonal, o agente citotoxico e o agente ligante que

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

Preferivelmente um conjugado farmaco-anticorpo deve permanecer inativo na
circulacdo sanguinea até que alcance seu alvo, apos isto, deve ser internalizado por
endocitose mediada por receptor e finalmente, dentro da célula alvo ocorre a quebra da
ligacdo entre o farmaco e o anticorpo. A ligacdo ocorre na amina da cadeia lateral de
lisinas. Existem cerca de 80 lisinas em um anticorpo, apenas 10 sédo acessiveis para

formacdo de uma ligacdo, mas, em média, 4 moléculas de farmaco séo ligadas ao
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anticorpo, pois a ligacdo de um numero maior € impossibilitada devido a insolubilidade
da maioria dos farmacos citotoxicos ho meio aquoso que € utilizado para manutencao
do anticorpo em solugdo e também um grande nimero de moléculas ligadas pode
alterar a farmacocinética do anticorpo in vivo ou diminuir a afinidade com seu antigeno
(CHARI, 2008).

O anticorpo selecionado para este sistema deve se ligar seletivamente as
células alvo e ndo deve interagir com outros tipos celulares, ter alta afinidade e o seu
antigeno e possuir uma alta expressdao na superficie da célula alvo e anticorpos
murinicos devem ser trocados por formas menos imunogénicas (formas humanizadas)
(CHARI, 2008).

Os agentes citotoxicos devem ter as seguintes propriedades: alta poténcia in
vitro com ICso de 0,01 — 0,1 nM frente a linhagem de células tumorais, um grupo
funcional capaz de sofrer derivatizacdo para ligagdo com o anticorpo e é desejavel que
estes agentes possuam uma solubilidade em &gua razoavel e uma estabilidade

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

O agente ligante deve ser escolhido de modo a proporcionar estabilidade na
circulacdo sanguinea, mas permitindo a liberacdo do farmaco rapidamente dentro das
células alvo e por ultimo, esse conjugado deve permanecer estavel em solu¢do aquosa

para permitir formulacdes para administracdo endovenosa (CHARI, 2008).

Os trés tipos de agentes ligantes mais empregados sdo: ligantes labeis a acido,
ligantes labeis a peptidase e ligantes dissulfidicos. Os ligantes dissulfidicos apresentam
como vantagens a estabilidade em pH fisiolégico, uma quantidade de glutationa
reduzida, que é responsavel pela cisdo de ligacbes dissulfidicas, em quantidade
milimolar dentro de células cancerigenas enquanto que na circulagdo sanguinea esta
presente em uma concentragcdo micromolar (ELIAS; et al.,, 1990; MEISTER,
ANDERSON, 1983).

O mais bem sucedido conjugado farmaco-anticorpo € o conjugado de anticorpo

humanizado anti-CD33 e caliqueamicina, denominado Mylotarg (figura 2.2), para o
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tratamento de leucemia mieldide aguda, o seu sucesso abriu caminho para pesquisa de
inUmeros outros anticorpo-farmaco conjugados e muitos destes se encontram em
estudos de fase clinica com excelentes resultados (OLSON; et al., 2007; ROSS; et al.,
2006).

Anticorpo Monoclonal ligante bifuncional
anti-CD33
@ N g yo, 0 O
S, ) LaNH" h o
0 TN

I M 9.0 .0 .0/\ _
o~ OH Huo O

. 707 . e L0

— /1 O o
O on o

caligueamicina

gemtuzumab ozogamicina
(Tratamento de Leucemia Mieldide Aguda)

Figura 2.2: Estrutura do Mylotarg (gemtuzumab ozogamicina)

2.1.4. Anticorpos Biespecificos

Consiste na juncdo de dois fragmentos de anticorpos construidos por tecnologia
de DNA recombinante ou fusdo de células. Um fragmento de anticorpo biespecifico
F(ab”), que se liga ao antigeno CD30, encontrado na superficie de células Hodgkin e
Reedsternberg, e ao CD16, receptor ativante de células NK exterminadoras naturais
como neutrofilos, leucécitos polimorfonucleares, mondcitos e macréfagos, foi testado
para o tratamento da Doenca de Hodgkin. Estudo de fase clinica demonstrou resposta
antitumoral objetiva de 25% com uma remissdo completa e trés remissbes parciais
(HARTMAN; et al., 2001).
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2.1.5. Nanoanticorpos de Camelideos VHH

Muydermans et al. (1993) descobriram que dromedarios e Ihamas (camelideos)
possuem um tipo Unico 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 antigeno especifico por um Unico dominio de cadeia pesada denominado
pelo autor de VHH. O VHH possui vantagens quando comparado a Fv (fragmento
variavel), ou scFv (fragmeto varidvel de cadeia simples) como facilidade de obtencéo,
pois apenas um dominio tem que ser clonado e expressado, resultando em altos
rendimentos e facil purificacdo, altamente solGvel e estavel, possui uma alta afinidade
ao antigeno, e é altamente difundivel em tecidos. Além dessas vantagens apresenta
uma homologia semelhante a fragmentos VH (cadeia pesada variavel) 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 diagndéstico e na terapéutica

gue anticorpos convencionais e seus fragmentos.

M S

CH2 scFv

Fe
Y Anticorpo cldssico (IgG1)
x > VHH
CH2 Anticorpo de cadeia
Fc Km\ pesada de camelideo

j Poiis (IgG2 & IgG3)

VHH - cadeia pesada variavel
de camelideos
Fv - fragmento varidvel (VL + VH)
scFv - fragmento variavel
de cadeia simples

Fc - fragmento constante
CH - cadeia pesada

VL - cadeia leve variavel

VH - cadeia pesada varidvel

Figura 2.3: Estruturas do anticorpo classico e do anticorpo de cadeia pesada de camelideo
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2.2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi a obtencdo de nanoanticorpos anti-
transialidase, derivados de Camelidae que se ligam a antigenos de

transialidase (TS) e da glicoproteina recombinante J-18.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Materiais

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

Extragdo dos linfocitos

Agua livre de RNAse por tratamento com DEPC (dietilpirocarbonato);
lymphoprep (Nycomed), e Tampéo A (para 100 mL: tiocianato de guanidina-

47,20 g; acido citrico- 0,74 g; lauril sarcosina- 0,50 Q).

Preparacdo do cDNA

tampéao (5X Supercript Il RNAse H kit transcriptase reversa); DTT (ditiotreitol);
dNTPs (bases nitrogenadas); HPRI (inibidor de RNase placentaria humana, 40
U/ yL), e detranscriptase (200 u/ pL).

Construgao da biblioteca de VHH no vetor pHEN4

primers  CALLOO01 (GTC.CTG.GCT.CTT.CTA.CAA.GG) e CALLO002
(GGT.ACG.TGC.TGT.TGA.ACT.GTT.CC); Tag polimerase (5U/ pL); dNTPs
20mM (5mM de cada dNTP); gel de agarose 1% com brometo de etideo;
tampéo TBE para eletroforese; kit de extracao em gel (Qiaquick PCR); primers
ABE (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
restricdo Pstl e Notl (Roche); enzima T4 ligase (5U/uL); tampao 10x ligation;
meio SOB (para 100 mL: peptona- 2g; extrato de levedura- 0,5 g- NaCl 2M-0,5
mL; KCIl 250 mM- 1 mL); meio SOC (a partir de 25 mL de meio SOB, adicionatr:
glicose a 20%- 500 pL; MgSOg4- 250 pL; MgCl,- 125 pL), e placa de petri com
meio LB-agar (glicose 2% e ampicilina); meio LB (1% de triptona, 0,5% de

extrato de levedura, 0,5% de NaCl e 1,5% de agar).
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Panning (Etapa de selecdo de nonoanticorpos especificos)

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

(solucédo tampéao de fosfato); IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo).

Insercdo dos genes do VHH no vetor pBAD/glll

Solugéo S1 (glicose 50 mM, Tris 25mM e EDTA 10 mM), solugédo S2 (NaOH
0,2M e SDS 1%, solucdo S3 (acetato de potassio 3M e acido acético 5M), Taq
polimerase (5U/ pL) (Roche), tampao de PCR 10 vezes concentrado (Roche),
Fwd pBAD Ncol, Rev pBAD Sall, enzima Ncol (Roche), enzima Sall (Roche), L-
arabinose, enzima T4 ligase (5U/uL), tampéo 10x ligation e meio RM (Para 1L
de solucéo: 6g de Na,HPO,, 3g de KH,PO,, 0,5g de NaCl, 1g de NH4Cl e 90mL
de agua, 1mL de MgCl, 1M, 10 mL de glicose 20% 1 mL de ampicilina 100
mg/mL)

2.3.2. Métodos

Os procedimentos experimentais detalhados estdo descritos no Anexo B
(pg.138).

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

Amostras dos antigenos transialidase (TS) e J-18 foram cedidos pela
Profa. Dra. Nobuko Yoshida da UNIFESP (Universidade Federal de Séao
Paulo), Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Laboratério de Parasitologia. Enquanto
a TS trata-se da enzima em sua totalidade, o antigeno J-18 é uma proteina
recombinante derivada de gp82 fundida a glutationa S-transferase. Os
antigenos foram enviados para o Laboratdrio Central de pesquisa veterinaria
em Dubai (Emirados Arabes Unidos), onde foram inoculadas em dromedario.
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A obtencéo 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 coordenacéao do Prof. Dr.
Serge Muyldermans, em Bruxelas (Be) durante um periodo de cinco meses e
meio. A posterior troca para vetor de expressao, pBAD/glll, foi realizada no
Laboratério de Parasitologia (UNIFESP), sob coordenacdo da Profa. Dra.
Nobuko Yoshida e do Doutor Rafael Miyzawa Martins durante 3 meses.

A partir do sangue imunizado de dromedario coletado apds 45 dias,
extrairam-se os linfocitos 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 regido constante 1 dos VHHs ou de VHs convencionais,
enquanto o outro se anela a regido 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 purificacdo em gel de agarose foi removido o
fragmento referente a 900 pares de bases. Uma nova amplificacdo dos
fragmentos de 600 pares de bases foi realizada, utilizando os primers AGE e
FR4FOR, para introduzir os sitios de restricbes das enzimas Pstl e Notl que
foram Uteis para insercdo no vetor. Estes fragmentos foram entéo 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 colbnias de
células TGl os clones antigeno-especificos, que continham os anticorpos

desejados.

Apébs selecionados os clones, 0s genes que continham os anticorpos

foram amplificados por PCR e seus nucleotideos sequenciados.
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Uma nova amplificacéo foi realizada a esses fragmentos para insercao
de sitos de restricdo de diferentes enzimas para incorporagcdo em outro vetor.
Os DNAs dos anticorpos foram digeridos, assim como o vetor de expressao
pBAD/glll, e seus fragmentos foram ligados e expressos em coldnias

expressantes a fim de se obter os nhanoanticorpos.

Imunizacdo de
dromedario
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Figura 2.4: Método geral para obtencao de VHHs
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1. Obtencao de Nanoanticorpos Anti-Transialidase e Anti-J-18

A imunizacdo foi realizada em dromedario, os dois antigenos foram
inoculados no mesmo animal. A enzima TS apresentou uma elevada
imunogenicidade, enquanto que a J-18 foi apenas moderada. A partir dos
linfocitos foi possivel extrair os MRNAs e destes produzir cDNA para posterior
elaboracdo da biblioteca de VHH no vetor pHEN4 através da tecnologia
denominada “phage display library” que permite a construgcdo de uma biblioteca
de anticorpos ou polipeptideos apresentada nos capsideos de fagos
filamentosos, sendo considerada portanto, a interface entre genétipo e fendtipo
para selecdo de anticorpos ou proteinas de interesse (CARMEN; JERMUTUS,
2002).

Esta selecdo (panning) so foi possivel através de um vetor de selecéo,
como um fagemideo, um hibrido de fago filamentoso M13 e plasmideo. O vetor
pHEN4, (figura 2.5) derivado do fagemideo pHEN1 (HOOGENBOOM; et al.,
1991) foi utilizado para clonagem das bibliotecas dos antigenos TS e J-18.

Hindlll
- Sl

: Ncol

s Nofl

/. amber

PelB Tag"

_..BamH
Fd-gli

PHEN4

4530 bps

"~ ECORI
ColE1 ori

Figura 2.5: Mapa genético do vetor pHEN4
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O pHEN4 contem uma origem de replicacdo de fago, M13 ori, a qual
permite que o genoma seja empacotado juntamente com particulas do fago;
uma origem de replicagdo em E. coli, colElori, que confere ao fagemideo
capacidade de replicacéo nas células hospedeiras E. coli; um gene que confere
resisténcia a ampicilina, para selecdo de colbnias que contenham este
fagemideo; um peptideo de secrecgédo, pel B, para secrecdo da proteina Il do
fago fundida ao VHH ao espaco periplasmético da bactéria; uma sequéncia tag,
gene que da origem ao decapeptideo YPYDVPDYGS, necessario para
deteccdo por Elisa através de anti-tag; fd-g lll, sequéncia de gene Ill que
codifica a proteina Ill do fago, responsavel pela infeccdo do fago e pela
liberacdo de proteinas do fago; um fragmento do vetor pLacZ, com uma origem
pUC de replicacdo, e que contém o promotor lacZ responsavel pela regulacdo
da expressao, promovida por IPTG e inibida por glicose, e um cédon amber
entre a sequéncia tag e a fd-g Ill que confere a oportunidade de producdo da
proteina fundida a proteina do fago, quando é utilizada cepa de E. coli ndo
supressora como por exemplo a TG1, ou produzir anticorpos soluveis utilizando
cepas de E. coli supressoras (VRIJE UNIVERSITEIT BRUSSELS, 1996).

A porcentagem das colbnias produtoras de VHH dentre todas as
colonias obtidas da preparagédo da biblioteca de VHH pode ser visualizada na
figura 2.6. Observa-se nesta figura a eletroforese apds a amplificacdo por PCR
de 31 colbnias, a banda de aproximadamente 700 pares de base (indicada em
negrito) refere-se ao VHH, sendo assim, aquelas colénias onde ndo se
encontra esta banda ndo produzem VHH. Desta forma, podemos calcular a
qualidade da biblioteca através da porcentagem de col6nias produtoras de
VHH, que deve ser no minimo de 70%. Como mostrado na fotografia da figura
2.6, verifica-se a presenca desta banda em 29 das 31 colbnias analisadas, 0
gque nos da uma porcentagem de 93,55%, caracterizando uma excelente
biblioteca.
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Figura 2.6: Eletroforese em gel de agarose das colbnias da biblioteca de VHH

A partir da obtencdo da biblioteca, realizou-se a selecdo das colbnias
(panning) em trés etapas. Para realizagdo do panning foi necessario utilizar o
helper fago M13KO7, pois o fagemideo € incapaz de produzir particulas de
fago sozinho, este fago auxiliar fornece os genes que sdo fundamentais para
replicagdo do fago. O bacteriéfago M13 é somente capaz de infectar bactérias
que contenham F-pilus, pois a infeccdo é mediada pela interacdo entre a
proteina Ill do fago e o F-pilus da bactéria hospedeira. Fagos filamentosos tém
a caracteristica de nao 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 colonias que
continham o fagemideo foram intensamente infectadas pelo helper fago e que
através da selecdo (panning) foi possivel o enriquecimento produzindo cepas
altamente produtoras de VHH. A cada etapa de panning, os fagos que néo
expressavam VHH contra TS e J-18 foram eliminados pela lavagem com PBS e
tween, restando somente aqueles que apresentaram forte afinidade pelo
antigeno aderido ao poco da placa de Elisa. Estes fagos foram removidos, com
auxilio de trietilamina, para serem novamente utilizados, para reinfeccdo de

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

bactérias produtoras dos anticorpos de interesse.

helper fago

PHEN4
4530 bps

fago M13

proteina glil do ) \recombinante

fago fundida

Figura 2.7: Interacdo entre o helper fago e o bacteriéfago M13

Foram selecionadas de maneira aleatoria, 48 colénias das 22 e 32 etapas
de cada antigeno para escolha das colonias melhores produtoras de
anticorpos. Para o antigeno TS, 28 coldnias da segunda etapa e 41 da terceira,
totalizando 69 das 96 col6nias analisadas, apresentaram elevada absorbancia
no UV (405 nm) em relagdo aos respectivos brancos, indicando uma boa
producdo de anticorpos destas col6nias; para o antigeno J-18, boa absorc¢éao foi
registrada em 6 colbnias da segunda etapa de selecao e 4 colbnias da terceira
etapa, totalizando 10 colbnias entre 96 analisadas. O enriquecimento das
etapas de selecdo em relacdo 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 antigeno J-18

Biblioteca | 12 etapa 22 etapa 32 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 antigeno; Ag - = sem antigeno

Tabela 2.3. Resultados de Elisa para o antigeno TS

Biblioteca | 12 etapa 22 etapa 32 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 antigeno; Ag - = sem antigeno

Observa-se na tabela 2.2 que houve um grande aumento na densidade
Otica observada nas 22 e 32 etapas para o J-18 em comparacdo com a 12
etapa, mostrando o enriquecimento obtido. Ja observando a tabela 2.3, vemos
o enriguecimento da 1% etapa em relacdo a biblioteca, e a cada etapa de
selecdo visualizamos uma menor quantidade de nanoanticorpos inespecificos
que se aderiram a placa de Elisa, e que a densidade otica da TS foi em geral
maior que a do J-18, indicando uma maior producdo de nanoanticorpos a partir
do antigeno TS.

Para fazer uma subselecdo de um grande namero de clones positivos,
foi realizada uma andlise de Hinf (uma digestdo do DNA que geram diferentes
tamanhos de fragmentos, de modo geral, fragmentos iguais significam
sequencias iguais), e de acordo com as diferencas nos padrdes de digestédo
visualizados no gel de agarose, os clones foram preparados e enviados para
sequenciamento. Assim, duas coldnias do antigeno J-18 foram descartadas por
apresentarem semelhante padrdo de digestdo, o que indica que produzem
anticorpos muito semelhantes ou mesmo iguais, atuando sobre o mesmo
epitopo, da mesma forma, 18 clones para o antigeno TS foram selecionados.
Assim, 26 clones no total foram enviados para sequenciamento de

nucleotideos.
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As sequencias de aminoacidos que compdem os VHHs obtidos estéo
mostrados no Apéndice C (pg.121).

A obtencao de anticorpos sollveis a partir do vetor pHEN4 e bactérias
supressoras, seria um meétodo dispendioso, visto que necessitaria da
realizacdo 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 insercdo do fragmento de DNA que continha o
nanoanticorpo ao vetor pBad/glll. Este novo vetor contém a sequencia (His)s,
ou seja, seis histidinas ligadas, que permite uma purificacdo rapida por
cromatografia utilizando niquel quelado, permitindo a imobilizacdo de proteinas
gue contenham a cauda de (His)s.

O vetor pBAD/glll (figura 2.8) possui uma sequencia denomidada
araBAD promoter, que promove a expressdo de genes de plasmideos
controlada pela concentracdo de arabinose no meio de cultura; uma sequencia
de ligacdo ribossomica otimizada, que aumenta a eficiéncia da expressao da
proteina fundida recombinante; uma sequencia de iniciacdo denominada ATG
que providencia uma sequencia de iniciacdo da traducdo para a proteina
fundida; um sinal de secrecao de gene Ill, que permite a secrecdo da proteina
recombinante no espaco periplasmatico; uma sequencia de clonagem multipla
(MCS), para insercao do gene escolhido utilizando enzimas de restrigdo; uma
sequencia de epitopo C-terminal myc tag, que permite a detecdo da proteina
fundida pelo anticorpo anti-Myc; uma regido C-terminal de polihistidina, que
forma um sitio de ligagdo com metal, util para purificacdo em cromatografia de
afinidade em resina quelada com niquel, permitindo também, a detecdo de
proteina recombinante com anticorpo anti-His; uma sequencia rrmB de
terminacdo de transcricdo (término); um gene de resisténcia a ampicilina, que
permite a selecdo do plasmideo na E. coli; uma sequencia pBR322 origin, que
permite poucas cépias de replicacdo por célula de E. coli, e araC gene; que
regula positivamente a atividade do araBAD promoter na presenca de
arabinose (EVANS, et al., 1985; SCHLEIF, 1992; RAPOZA; WEBSTER, 1993;
GUZMAN, et al., 1995).
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PBAD / gl

ampicilina

4,1 Kb

pBR322 ori

Figura 2.8: Mapa genético do vetor pBAD/glll

Para realizar a troca de vetor foi necessario, obter novos primers para
acrescentar as sequencias de clivagem das enzimas de restricdo presentes no
novo vetor e para produzir através de PCR a sequencia dos VHHs para
insercdo neste novo vetor. Os primers selecionados foram Fwd pBAD Ncol,
que se anela na fita antisense (3’ - 5’ do gene VHH) e o Rev pBAD Sall que se
anela a fita sense (5 - 3’ do gene VHH). No primer Fwd pBAD Ncol, o
nucleotideo CAG que codifica o aminoacido glutamina (Q), o primeiro
aminoacido do VHH, foi trocado por GAA que codifica 0 aminoacido acido
glutdmico (E), para que ndo fosse preciso inserir mais um cdédon no primer,

para que a enzima Ncol pudesse ter seu sitio de acao (figura 2.9).
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sitio de clivagem da Ncol
4 Fwd pBAD Ncol

|0 V Q
A AcC ATG GAA GTG CAG CTG CAG G
8’ GTC CAC GTC GAC CTIC CT.....
S CACLETCECACCIC CAT B
Q V Q

VHH gene

CCA AGG CCG GCT CGT ATC 5
3GT TCC GGC CGA GCA TAG 3
CCA AGG CCG GCT|CAG CTiG|TAA

Rev pBAD Sall ’

sitio de clhivagem da Sall

Figura 2.9: Primers do VHH para troca de vetor

Apods a troca de vetor o gene de um clone foi expresso em quadruplicata
com a inducdo de L-arabinose e sem a inducdo. A figura 2.10 mostra a
intensidade da banda entre 10 e 20 kDa dos clones induzidos e néo induzidos,

sugerindo a expresséo do nanoanticorpo desejado.
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PAJBO N N TN N

50 kDa

Figura 2.10: Eletroforese dos clones néo induzidos (NI) e induzidos (I) por L-arabinose

Através da tecnologia de “Phage display” foi possivel obter
nanoanticorpos contra os antigenos de transialidase e J-18. No entanto a
obtencdo de um Sistema Farmaco- Anticorpo Dirigido ndo sera possivel de se
realizar com o0s nanoanticorpos anti-transialidase, visto que o antigeno
escolhido, a transialidase, est4 aderido a ancora GPI (Glicosilfosfatidilinositol)
na forma tripomastigota de T. cruzi e possui a capacidade de se clivar desta
ancora liberando-se para circulagdo sanguinea, fazendo com que o anticorpo
ndo direcione a substancia ativa ao alvo celular, mas sim a uma proteina livre
na circulacdo sanguinea. Com esta caracteristica o antigeno transialidase
torna-se inapropriado para a realizagdo de um Sistema farmaco-anticorpo

dirigido.
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2.5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A partir de linfécitos de sangue de dromedario e através da tecnologia de
“Phage Display” foi possivel selecionar os nanoanticorpos contra TS e J-18 de
maneira eficiente e também foi possivel a troca de vetor para um vetor de

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

Os nanoanticorpos contra J-18 poderdo ser testados para inibicdo da
transmissao por via oral em camundongos, visto que a proteina gp82 é uma
molécula de ades&o do T. cruzi que induz aumento na concentracdo de Ca*?

gue € um evento fundamental no processo de invaséo pelo T cruzi.

Com o0s nanoanticorpos contra transialidase, sera possivel selecionar os
nanoanticorpos que atuam contra o0 sitio catalitico desta enzima, e ainda
realizar a producdo de anticorpos biespecificos para recrutar efetivamente
células efetoras citotoxicas do sistema imunologico contra células-alvo

patogénicas.
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GLOSSARIO

A6G
AMC
TCR
Calloo1
Call002
Cap
CDR
CH
cmMmC
CRP
DEPC
dNTPs
DTT
Fab

F(ab’)2

Fas

FasL

Fc
FR4FOR
Gal-1
GIPL
GPI

GP82

HPRI

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

Receptor de célula T

Primer (GTC.CTG.GCT.CTT.CTA.CAA.GG)
Primer (GGT.ACG.TGC.TGT.TGA.ACT.GTT.CC)
regido de interagdo da cruzipaina

Regibes de ligagcao com o antigeno

Cadeia pesada

Carboximetilcelulose

Proteinas regulatérias do complemento
Dietilcianofosfonato

Bases nucleotidicas

Ditiotreitol

Fragmento de ligagdo com o antigeno

Dois fragmentos Fab gerados a partir da digestdo com papaina do anticorpo
inteiro

Complexo sinalizante de morte induzida

Proteina transmembrana Il pertencente a familia de fator de necrose tumoral
(TNF)

Regiao de fragmento cristalizavel

Primer (GGA.CTA.GTG.CGG.CCG.CTG.GAG.ACG.GTG.ACC.TGG.GT)
Proteina imunorregulatéria galecetina-1

Glicoinositolfosfolipideos

Glicosilfosfatidilinositol

Glicoproteina de superficie presente nas formas metaciclicas de T. cruzi,
pertencentes a grande familia das transialidases

Inibidor de RNAse placentaria humana
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IPTG

J-18

Lit

Lumo
MTT

P1, P1’, P2
pBAD-GlII
PBS
PBST
PCR
pHEN4
QSAR
SAPA
SAR

SDS

SN2

Taq polimerase

TBE

Tc52

TG1
TS
VH
VHH
VL

B-Gal

Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo

Proteina recombinante derivada de GP82 fundida a glutationa S-transferase
Infuséo de figado e triptose

Orbital molecular desocupado de mais baixa energia

brometo de [3-(4,5-dimetiltiasol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]

Regibes de interagdo da cruzipaina

Vetor de expresséo

Solugao tampao fosfato

PBS acrescido de tween

Reacdo em cadeia da polimerase

Vetor de selegao

Relagdes quantitativas de estrutura-atividade

Shed acute phase antigen

Relagdes estrutura atividade

Dodecilsulfato de soédio (laurilsulfato de sodio)

Reagéo de substituicdo nucleofilica de segunda ordem

Polimerase de DNA termoestavel

Solugdo tampéo constituida de base Tris, acido bérico, EDTA e agua

Proteina fundamental para o processo infeccioso do T. cruzi. Age na célula do
sistema imunolégico humano inibindo a sintese de interleucina-2

Cepa de E. coli

Transialidase

Fragmento variavel de cadeia pesada de reconhecimento do antigeno
Nanoanticorpos de camelideos

Fragmento variavel de cadeia pesada de reconhecimento do antigeno

Beta galctosidase
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APENDICE A - Espectros de infravermelho

(pastilhas de KBr (v =cm™))

Composto TS1
3150
3447
|
1622
|
1500 1489
Composto TS2
|
3440 W |
3144
|
1616
|
1682

1435

I
1291

|
| 1245 |

1240

|
1093

1186

11
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Composto TS3

Composto TS4

3466

3395

363

240

I
3359

3135

1341

1
1595

cag |1468

1086

1178

1338

1246
1505
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Composto TS5
' |
3436 HES
| 1327
i |
1630 | 1516
1805 1458
Composto TS6
|
3389
| 3215
3279

1533

1085
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Composto TS7

Composto TS8
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Composto TS9

Composto TS10
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Composto MTS9

bo40.3
koss.6

Composto MTS10

14658 12498
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/548

683.7
704.0
752.2

824.5 461.0

[#a)
n

L=¥]
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APENDICE B - Espectros de RMN

4-aminoacetofenona tiossemicarbazona (TS-1)

-

9.97
7.72
7.63
7.61
6.54
6.52
5.46
2.19
0.00 -=
@

e
o
|

I
T

S
5 4 >‘N'1'|2

N—NH
6 5 4 3

4-aminoacetofenona

tiossemicarbazona aqa
J L) w |
| I
| |
|
f &
I‘ I‘|\‘ \ |
| J “. | I'l
il N o NN o e oo b
Préton 5'H (ppm), mult, J em Hz Integragéo
1 1H,7,72s;1H, 8,10 s 0,99; 0,96
2 1H,9,97 s 1,00
3 3H,2,19s 3,00
4 2H, 6,53 d, J=8,0 2,01
5 2H, 7,62 d, J=8,0 2,02
6 2H,5/46s 1,97

Espectro de RMN 'H do composto 4-aminoacetofenona tiossemicarbazona e quadro de

atribuigdes dos deslocamentos quimicos (ppm) (400 MHz, DMSO-d6)
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3-aminoacetofenona tiossemicarbazona (TS-2)

10.20

H,N

8.31
6.60
5.05

o cawn
8 288
N R

S
i M—NH,
4 N-NH
4 y 2
6 3

3-aminoacetofenona
tiossemicarbazona

DMSO-d6

o

0.00 -

7]

2.22

J
Préton 5'H (ppm), mult, J em Hz Integracéo
1 1H,7,68s; 1H,8,31s 0,91;0,95
2 1H, 10,20 s 0,99
3 3H,2,22s 3,00
4 2H,7,03dJ=8,0 2,02
5 1H, 6,60t J=8,0 1,02
6 1H,7,10s 1,00
7 2H, 5,05 s 2,02

Espectro de RMN 'H do composto 3-aminoacetofenona tiossemicarbazona e quadro de

atribuicdes dos deslocamentos quimicos (ppm) (400 MHz, DMSO-d6)
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2-amino-1-feniletan-1-ona tiossemicarbazona (TS-3)

—7.54

6
3 7 5 S 8
8 /N\N)J\NHz
9 H 1
CI*HzN™ 3 2
4

7.44
7.42

DMSO0-d6

=3
N

—~1.57

—9.35

)

1.86

9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25

<
0
~

5.24

7.9 7.8 77 76 7.5 74 7.3 7.2 71 7.0

Préton 5'H (ppm), mult, J em Hz Integragao
1 2H, 8,54 sl 4,78
2 1H,9,35s 0,81
3 2H, 3,99 s 1,86
4 3H, 8,54 sl 4,78
5a9 5H, 7,42— 7,57 m 5,24

Espectro de RMN 'H do composto 2-amino-1-feniletan-1-ona tiossemicarbazona e quadro de
atribuigdes dos deslocamentos quimicos (ppm) (200 MHz, DMSO-d6)
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4-amino-3-nitroacetofenona tiossemicarbazona (TS-4)

7.68
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DMSIO-dS

—2.24

i
HoN 4
7
= 83 N.
e Q|- P 02N ~ N NH2
m;j 6 1
3
. [
%
: ! : i
_J J k ) A A L
1.02 3.02 1.022.02 1.01 3.00
= = e (= =)
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0
i
8 -
| L
| 1.02 L 2.02 ) 1.01
go 75 T T
l |
8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 8.05
Préton 5'H (ppm), mult, J em Hz Integracao
1 2H, 8,21 -8,25m 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,8,21-8,25m 3,02
6 1H,7,92 s 1,02
7 2H,7,68s 2,02

Espectro de RMN 'H do composto 4-amino-3-nitroacetofenona tiossemicarbazona e quadro de

atribuigdes dos deslocamentos quimicos (ppm) (500 MHz, DMSO-d6)
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3-amino-4-nitroacetofenona tiossemicarbazona (TS-5) ater DMSOS

3
N
5
O,N
2 4 S
N I
H,N Z "N NH,
7 6 H 1
3 2
g
o~
o
3
3
S
]
1.00 0.94 1.99 1.91 3.12
d = ] W ]

T T T T I O
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0

1.99 1.08 1.91 1.19
"I""|"%‘l""I'"'|""I""|'"'I""|""I'"'“ﬁ"l'l"ﬁ"ll'%"'l""I""|""I"
8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 71
Préton 5'H (ppm), mult, J em Hz Integracgao
1 1H,7.90s; 1H,8.45s 1.99; 0.94

2 1H, 10.39 s 1.00
3 3H,2.24s 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,7.36s 1.91

Espectro de RMN 'H do composto 3-amino-4-nitroacetofenona tiossemicarbazona e quadro de
atribuigdes dos deslocamentos quimicos (ppm) (500 MHz, DMSO-d6)
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2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona tiossemicarbazona (TS-6)

&
(o >
< S
°&° < N
S 4
0.95 4.721.13 2.03 2.00
=) ==y H
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0
N
«
o N~
@
~
T,
0
N
o
I D
23 %
ﬁ o o
) 8
|
< %
N I~
< v l
%39 _3
o« 0 o b4
©
3 i
o[ fi
|
[
4.72 1.28 1.13 2.03
L | L |

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

Préton 5'H (ppm), mult, J em Hz Integracao
1 2H, 8,44 -8,45m 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
5e6 2H,7,80-7,82m 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 "H do composto 2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona tiossemicarbazona e
quadro de atribuigbes dos deslocamentos quimicos (ppm) (300 MHz, DMSO-d6)

Lorena Blau



Apéndice 112

acetofenona tiossemicarbazona (TS-7)

lﬁ
6 A !
S g
|
5 /N\N)J\NHZ
: 4 H
3 2

7.89

0.91 0.84 2.03 3.03
H W [}

3.21
] i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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
n
0.84 2.030.75 3.03
— [

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

Préton &'H (ppm), mult, J em Hz Integragdo
1 1H,7,89s; 1H, 8,25 s 0,75; 0,84
2 1H, 10,17 s 0,91
3 3H,2,29s 3,21
4 2H, 7,91 m 2,03
5e6 3H, 7,37 m 3,03

Espectro de RMN 'H do composto acetofenona tiossemicarbazona e quadro de atribuicdes dos
deslocamentos quimicos (ppm) (500 MHz, DMSO-d6)
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équa DMSIO—dG
3-nitroacetofenona tiossemicarbazona (TS-8) ?
NO,
6 7
X
> a2 MNNTSNH,
H 1 2
3 2 3 2 T
G %’ i
r
k . e ».
0.94 1.11 0.82 1.05 3.00
u I W UM 1] I
10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 g 3.5 3.0 25
T
2l
LI
J 1.05
| S—
8.I05 S.IOO 7.I':'JS 7.I90 7.I85 7.I80 7.|75 7.I70 ' 7.I65 '7.60
"gko s sho "k
Préton &'H (ppm), mult, J em Hz Integracgao
1 1H, 8,12 s; 1H, 8,35 s 0,82; 0,79
2 1H, 10,35 s 0,94
3 3H,2,35s 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, 8,591J=2,2; 2,2 1,03

Espectro de RMN 'H do composto 3-nitroacetofenona tiossemicarbazona e quadro de
atribuigdes dos deslocamentos quimicos (ppm) (500 MHz, DMSO-d6)
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hemissuccinato de 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona

(MTS9) >
jL
N NH
,\}?'2 21
. 3 I
5 , e)
9
3 HNN
0N 7% T 5y~ “OH
O 3]
i
29 g ¢
e T‘n
T [
§lls
L. \
0.95 2.00 4.29
[ [
110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25
(=)
i

DMSIO—dG

8.23

Préton 5'H (ppm), mult, J em Hz Integracgao
1 2H, 8,11 -8,26 m 5,99
2 1H, 8,52 s 1,09
3e4 4H, 8,11 -8,26 m 5,99
5 2H, 4,32 d J=6,0 2,00
6 1H, 8,77 1 J=6,0 1,00
7e8 4H, 2,31-2,46 m 4,29
9 1H, 11,13 s 0,95

Espectro de RMN "H do composto hemissuccinato de 2-amino-1-(p-nitro)acetofenona
tiossemicarbazona e quadro de atribuicdes dos deslocamentos quimicos (ppm) (300 MHz, DMSO-d6)
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hemissuccinato de
(MTS9)

SpinWorks 2.5: Chung Chin MTS9 17/04/08 T=300K
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2-amino-1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona

— 1232121

& oo U

Carbono

8"°C (ppm)

179,36

144,30

142,32

128,04

123,20

147,44

34,51

O[NP |WIN|(—

172,45

9e10

29,58 e 28,94

11

173,55

Espectro de RMN 3C do composto hemissuccinato de 2-amino-1-(p-nitro)acetofenona
tiossemicarbazona (300 MHz, DMSO-d6)
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hemissuccinato de 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS9)

I' ! [ r' - | ,‘I ’-_':'_.:'._u.

etoand A
1

T s, e ———— ——————

o L 170
sl . 0 L L
< "o - ' " —180
] I ] I T I T I 1] I T I' T I T I [] I T T i | I | I T I 1 I T I T I T i T I T I T PIJ"-“F‘*
PEM (F2) 100 96 92 88 B84 80 76 72 62 64 6O 55 527 4B 44 40 3% 37 24 249

Espectro de RMN HMBC do composto MTS9 (500 MHz, DMSO-d6)
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hemissuccinato de 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona
(MTS9) S S

—158
—160

—162

L 166
L 163
170
172
[ 174
178
[ 17
:—;sn

—182

-
C 186
-
L 100
192

— — — S — —— PP (F1)
PPRM(F2} BEG 864 862 B60 858 856 B5¢ 2332 850 €32 B46 BM K42 40 B3k K36 &M

—123

B S 13

—136

1 NH, r

149
L 1as

O 148

10 152

911 0OH L

—158

AVAYN
m

‘—15'3
1 ——154

:1$°3
- \__ :——1?2
> —._1?3
' ‘ji‘.":"

— Tl

=

EE F T

. T T = =
PEEL R 44 A8 440 £ 437 44 44 420 415 4

Espectro de RMN HMBC do composto MTS9 (500 MHz, DMSO-d6). A) acoplamento do —NH-
(6=8,52 ppm) com o carbono 1 (6=179,36 ppm). B) acoplamento do —CH,- (6=4,33 ppm) com o
carbono 3 (6=142,32 ppm), com o carbono 2 (6=144,30 ppm) e com o carbono 8 (6=172,45 ppm).
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hemissuccinato de 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona
(MTS9)

105

125

—135

—185

PR IFY)

PP {F2} 884 8.82 8.80 8.78 BTG T4 T Sl 863 8.66

B o= | coie P o 30

itk

i
0

:f’\\‘I |
l

= — 0
—£48

]
Rk ]

d ] J | T T r T T
PP {F2) e 2.0 Lol 240 2.4 - 220 FAL pa o 1.90 .80

Espectro de RMN HMBC do composto MTS9 (500 MHz, DMSO-d6). A) acoplamento do —C(O)-
NH- (6=8,77 ppm) com o carbono 7 (6=34,51 ppm) € com o carbono 8 (6=172,45 ppm). B)
acoplamento do —CH,-CH,- (6=29,58 e 28,94 ppm) com os carbonos 9 e 10 ((6=29,58 e 28,94
ppm) e com o carbono 11 (6=173,55 ppm).
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2-hidroxi-1-(4-nitro)acetofenona tiossemicarbazona (TS-10)

@
I

8.20

119

\4.76

0.98 0.93 3.91 1.01 2.00
(=] =l LH = =
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 Er\_
& I
[
j
L
1.01 2.00
6.0 55 50
0.93 0.90 3.91
I (BN
U8 8s g4 83 g2 g1
Préton | &'H (ppm), mult, J em Hz Integragido
1 1H, 8,2 s; 1H, 8,56 s 0,90; 0,93
2 1H, 11,04 s 0,98
3e4d 4H, 8,17 s 3,91
5 2H,4,77d J=5,3Hz 2,00
6 1H, 6,08 t J=5,3 Hz 1,01

Espectro de RMN 'H do composto 2-hidroxi-1-(p-nitro)acetofenona tiossemicarbazona e quadro

de atribuigbes dos deslocamentos quimicos (ppm) (300 MHz, DMSO-d6)
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hemissuccinato de 2-hidroxi-1-(p-nitro)acetofenona tiossemicarbazona

DMSO-d6
(MTS-10)
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00 0O Te} oN
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oootes 4.90 |
|8i3|0|||||||8.|2|5||||||||8.|2|0||||||||8.|1|5||||||||8.|1|0||||||

Préton | &'H (ppm), mult, J em Hz Integragao
1 1H, 8,13 -8,20 m; 1H, 8,25 s 4,90; 1,05

2 1H, 8,61 s 1,04

3e4 4H, 8,13 -8,20 m 4,90

5 2H,5,27 s 2,24

6e7 4H,2,42 -2,47 m 4,42

8 1H, 10,93 s 0,93

Espectro de RMN 'H do composto hemissuccinato de 2-hidroxi-1-(p-nitro)acetofenona
tiossemicarbazona e quadro de atribuigbes dos deslocamentos quimicos (ppm) (300 MHz, DMSO-d6)
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Apéndice C - Sequenciamento de aminoacidos

nanoanticorpos anti-J-18

* 20 * 40 * 60 * 80 *
3J-1822 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAVSGSTAST IRMGWFRQAPGKEREGVAALYRY--GSSTFYADSVKGRFTISQDNAKNTVYLQMDSLKPEDT - 91
2J-1836 : QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGSTA--1RMGWFRQAPGKEREGVAALYRA--GSSTFYADSVKGRFTISQDNAKNTVYLQMNSLKPEDT : 89
2J-1822 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAVSGYTYGSYCLAWFRQAPGKERTGVASLVTG--NGVTGYARSVEGRFTISPDKMKNTVYLQMNSLKPEDT - 91
3J-1816 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGFTFNSGCVSWFRQAPGKEREGVAFINGR--RGGTTYADFVKGRFTISQDNAKNTVDLQMNSLQPGDT - 91
2J-184 :© QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTGSGYSFATDYMTWFRQIPGKEREGIATIHTSPERGDVHYADSVKGRFTISLHNARNT IYLLMNNLKPEDT - 93
2J-1842 : QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTGSGYSFATDYMTWFRQIPGKEREGIATIHTSPERGDVHYADSVKGRFTISLHNARNT IYLLMNNLKPEDT : 93
2J-1846 : QVQLQESGGGSVQAGESLRLSCIGRGYTFATDYMTWFRQIPGKEREAVAT IHTSPDRRDKYYADSVKGRFTISLDNAKNTIYLIMDNLKPEDT - 93

2J-1843 : QVQLQESGGGSVQAGGSLTLSCTGSGYSFATDYMTWFRQIPDKEREGVATIHTS--IGNIYYADSVKGRFTISLDNAKNTVYLQMNNVKPEDT - 91

100 * 120 * 140
3J-1822 : AMYYCAARDSDFLYYPPTARRNYKYWGQGTQVTVSSERYPYDVPDYESCRA : 142
2J-1836 - AMYYCAARDSDFLYYPPTALRNYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 140
2J-1822 : AMYYCATKPG---TWNCAGEVN--YWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 137
3J-1816 : AlYYCAADPP---1LGSACRFGSKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 139
2J-184 : AMYYCALGPR----SGTWSSPNYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 140
2J-1842 : AMYYCALGPR----SGTWSSPNYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 140
2J-1846 : AMYYCALGPH----SG-WSEPSYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 139
2J-1843 : AMYYCALGPR----ADSWSSPDYKYWGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 138

Amarelo — Pstl

Azul - BstEll

RG8& - Not 1

Verde — tag (decapeptideo)

Cinza — Eag 1

Vermelho - framework — sequéncia constante
Azul — CDRs — sequéncia variavel
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nanoanticorpos anti-TS

3TS40
2TS39
3TS17

3TS22

2TS29
3TS31

3TS14
3TS38
3TS12
3TS37
2TS37
2TS1

* 20 * 40 * 60 * 80 *

QVQLQESGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVNTGVGRTYYVDSVKGRFT I SLDNVKNTVYLEMNQMD
QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGINTGVGRTYYVDSVKGRFT I SLDNVKNTVYLEMNQMD

> QVOLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAG I EGGVNTGVGRLYYVDSVKGRFT ISLDNAKNTVYLQMNQMD
3TS24 :

QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAG IEGGVNTGVGRLYYVDSVKGRFT I SLDNAKNTVYLQMNQMD

: QVOLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGINTGVGRLYYVDSVKGRFT I SLDNAKNTVYLQMNQMD
: QVOLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQARGKEREAVAGIEGGVYNTGVGRLYYVDSVKGRFT I SLDNAKNTVYLQMNQMD
3TS26 :
. QVQLQESGGGAVRNGGALKLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGINTGVGRTYYVDSVKGRFT ISLDNAKNTVYLEMNQMD
: QVOLQESGGGSVQTGGSLRLSCAGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGTNTGVGRTYYANTVKGRFT I SLDNAKNTVYLQMNQMD
: QVOLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTYS--RHSMAWFRQAPGKEREGVA--—--TIYTGNGYTYYADSVKGRFT I SQDNDKNTVYLEMNSLK
. QVOQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTYS--RHSMAWFRQAPGKEREGVA--—-T1YTGNGYTYYADSVKGRFT ISQDNDKNTVYLEMNSLK
: QVOLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASASAYS--SVCMGWFRQPPGKEREGVA-——-LINTG---TYYADSVKGRFT I SQDNAKNT I'YLEMNTLK
: QVOLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGYTYS--TYYMGWFRQAPGKERDGVA----AISIGAGTTYYADSVKGRFT I SQESAKNTVHLQMNTLK
3TS16 :
2TS16 :

QVQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVNTGVGRTYYVDSVKGRFT I SLDNAKNTVYLEMNQMD

QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCLASRITYSPDNYCMAWFRQVPGKERELVT----SINNNGGRTYYADSVNGRFT I SQDNTKHTMYLQMNNLK
QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAASGFTFN--SGCVSWFRQAPGKEREGVA----FINGRRGGTTYADFVKGRFT I SQDNAKNTVDLQMNSLQ

: QVOQLQEAGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVYNTGVGRTYYVDSVKGRFT ISLDNAKNTLYLEMNQMD =
: QVOLQESGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAGIEGGVYNTGVGRTYYVDSVKGRFT I SLDNAKNTLYLEMNQMD
. QVOLQASGGGSVQAGGSLNLSCVGSGFPGN--SRCLGWFRQAPGKEREAVAG I EGGYNTGVGRTYYVDSVKGRFT ISLDNAKNTLYLEMNQMD
2TS13 :
2TS18 :

91
91
91
91
91
91
91
91
91
91
91
91
87
87
84
87
89
87
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nanoanticorpos anti-TS (continuacao)

100 * 120 * 140
3TS40 : SEDTATYYCAAAI---SFGQCNEWGQYKSWGQGTQVTVSSERYPYDVPDYGSCGRA - 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
2T7S16 : PGDTAIYYCAADP-PILGSACRFGSKY--WGQGTQVTVSSGRYPYDVPDYGSGRA : 139

Amarelo — Pstl

Azul - BstEll

RG8& - Not 1

Verde — tag (decapeptideo)

Cinza — Eag 1

Vermelho - framework — sequéncia constante
Azul — CDRs — sequéncia variavel
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ANEXO A

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA SINTESE DE COMPOSTOS
ANTICHAGASICOS

Al. Procedimentos Sintéticos

Al.1. Sintese 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 acido acético para pH entre 3 e 4. A mistura reacional foi mantida sob
agitacado a temperatura ambiente por 24 horas, e entdo o solvente foi removido
por evaporagao a pressao reduzida. O produto obtido foi lavado a quente com
solucado saturada de bicarbonato de sodio para eliminagdo dos produtos de
partida, e entdo lavado com agua e seco em estufa a 70 °C. A reagéo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando-se
como fase mével 50% de acetona em diclorometano. O produto foi analisado
por infravermellho e RMN 'H para confirmagao estrutural e apresentou faixa de
fusdo entre 185 e 186 °C e obteve-se 1,87 g (90% de rendimento).

Al.2. Sintese 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
acido acético para pH entre 3 e 4. A mistura reacional foi mantida sob agitagéo
a temperatura ambiente por 24 horas, e entdo o solvente foi removido por
evaporagao a pressao reduzida. O produto obtido foi lavado a quente com
solugcado saturada de bicarbonato de sddio para eliminagdo dos produtos de

partida, e entdo lavado com agua e seco em estufa a 70 °C. A reagéo foi
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acompanhada por CCD, utilizando-se como fase moével 50% de acetona em
diclorometano. O produto foi analisado por infravermellho e RMN 'H para
confirmacéo estrutural e apresentou como faixa de fusdo 150 a 151 °C e

obteve-se 1,77 g (85% de rendimento).

Al.3. Sintese 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 acido acético para pH entre 3 e 4. A mistura reacional foi mantida sob
agitacado a temperatura ambiente por 48 horas, e entdo o solvente foi removido
por evaporagao a pressao reduzida, o produto foi recristalizado em metanol
para eliminacdo dos produtos de partida, e entdo seco em estufa a 70 °C. A
reacao foi acompanhada por CCD, utilizando-se como fase mével 50% de
acetona em diclorometano. O produto foi analisado por infravermellho e RMN
'H para confirmagao estrutural e apresentou como faixa de fusdo 179 a180 °C

e obteve-se 0,59 g (65% de rendimento).

AlA4. Sintese do composto 4-amino-3-nitroacetofenona

tiossemicarbazona (TS-4)

Obtencgéo 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 alcool para que a temperatura
nao ultrapassasse 30 °C. Esta reacado foi mantida a esta temperatura por uma
hora. Apds este periodo jogou-se 200 mL de agua gelada na reagéo. O produto
precipitado foi filtrado e recristalizado em 40 mL de etanol. A reacao foi
acompanhada por CCD utilizando como fase movel cloroformio:acetato de etila

(2:1) e a placa de CCD revelada com solugéo de ninidrina 2% em etanol.
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Obtencgéo do composto 4-N-acetilamino-3-nitroacetofenona

Em um béquer contendo 10 mL de acido nitrico concentrado (99,5%)
resfriado em banho de gelo e alcool foram adicionados 0,8 g (4,5 mmol) de 4-
N-acetilaminoacetofenona lentamente de modo que a temperatura néo
ultrapassasse 5 °C. A reacgdo foi mantida sob agitagdo por 1 hora e colocada
em 60 g de mistura de agua e gelo. O precipitado foi lavado com agua gelada e
fitrado a vacuo. A reacdo foi acompanhada por CCD utilizando como fase
movel cloroférmio / acetato de etila (2:1).

O produto foi entdo submetido a cromatografia liquida em coluna de
silica gel empregando como fase mével inicialmente 100% de diclorometano e

posteriormente mistura de 5% de acetato de etila em diclorometano.

Obtencgéo do composto 4-amino-3-nitroacetofenona

06 g (2,7 mmol) do composto purificado 4-N-acetilamino-3-
nitroacetofenona foi submetido a desacetilagdo utilizando acido cloridrico 6 N
em refluxo durante 4 horas, levando a total solubilizagcdo do produto. A reacao
foi transferida para um béquer e com o auxilio de um banho de gelo foi
adicionado gota-a-gota uma solugdo aquosa 50% de NaOH até pH 7,0. A
suspensao foi filtrada, lavada com agua e seca em dessecador sob pentéxido
de fésforo.

Obtengdo do composto 4-amino-3-nitroacetofenona tiossemicarbazona

Em um baldo adicionou-se 0,422 g (2,3 mmol) de 4-amino-3-
nitroacetofenona, 0,5 mL de acido acético glacial e 0,213 g (2,3 mmol) de
tiossemicarbazida em 50 mL de etanol. A reagao foi mantida sob refluxo por 48
horas e foi acompanhada por CCD utilizando como fase mével 5% de acetato
de etila em diclorometano. O produto final foi isolado em sua forma pura por
filtracdo da mistura reacional seguido de lavagem com agua destilada, sendo
analisado por infravermelho e RMN "H e apresentou como faixa de fusdo 231 a
232 °C e obteve-se 0,46 g (77% de rendimento).
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Al.5. Sintese do composto 3-amino-4-nitroacetofenona

tiossemicarbazona (TS-5)

Obtencéo do composto 3-N-acetilaminoacetofenona

Em um béquer de 250 mL contendo 50 mL de anidrido acético resfriado
com auxilio de banho de gelo e alcool foram adicionados 5 g (37 mmol) de 3-
aminoacetofenona aos poucos de modo que a temperatura ndo ultrapassasse
10 °C. Ap0s a adicao a reacgao foi deixada a alcancar a temperatura ambiente e
permaneceu sob agitacao por 2 horas. Apos este periodo a reagao foi vertida
sobre 80 mL de mistura de agua e gelo e entdo neutralizada pela adigdo de
bicarbonato de sodio. O precipitado foi filtrado, lavado com agua e seco em
dessecador sob pentéxido de fosforo. A reacdo foi acompanhada por CCD

utilizando como fase mével mistura de cloroférmio:acetona (2:1).

Obtencgéo do composto 3-N-acetilamino-4-nitroacetofenona

Em um béquer de 250 mL contendo 10 mL de anidrido acético resfriado
com auxilio de banho de gelo e alcool adicionou-se com o auxilio de funil de
adicdo acido nitrico concentrado (99,5%) gota-a-gota, de modo que a
temperatura nao ultrapassasse 10 °C. Apos a adicdo do acido nitrico, esperou-
se a temperatura alcancar 0 °C para comecar a adicdo do 3-N-
acetilaminoacetofenona de modo que a reagao permanecesse entre 5 e 10 °C.
Apods completa solubilizagdo esperou-se 10 minutos na mesma faixa de
temperatura para que a reacéo fosse vertida m 80 mL de mistura de agua e
gelo. O precipitado foi lavado com agua e purificado por cromatografia liquida
em coluna de silica gel utilizando como fase movel mistura 50% de cloroféormio

em éter etilico.

Obtencgédo do composto 3-amino-4-nitroacetofenona

680 mg (3,06 mmol) do composto 3-N-acetilamino-4-nitroacetofenona
(com rf 0,6 fase movel 50% de cloroférmio em éter etilico) foi desacetilado
utilizando 10 mL de &acido cloridrico 6 N mantido por 4 horas sob refluxo. A
solugdo foi mantida resfriada por 24 horas gerando um precipitado escuro, o

qual foi removido por filtragao.
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Obtengédo do composto 3-amino-4-nitroacetofenona tiossemicarbazona

500 mg (2,78 mmol) do produto obtido foram adicionados em 10 mL de
etanol, seguido da adicédo de 0,5 mL de acido acético glacial e 279 mg (3,06
mmol) de tiossemicarbazida. A reacao foi mantida sob refluxo por 48 horas e
entdo se evaporou a pressao reduzida o solvente. O residuo obtido foi lavado
com solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio a quente, filtrado,
lavado com agua e seco em dessecador sob pentdéxido de fésforo. O produto
obtido foi analisado por infravermelho e RMN "H e apresentou como faixa de
fusdo 219 a 220 °C e obteve-se 0,44 g (75% de rendimento).

Al.6. Sintese do composto 2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona

tiossemicarbazona (TS-6)

Sintese do composto m-nitroacetofenona

Preparou-se uma solugdo nitrante por lenta adicdo de 8 mL de acido
sulfurico concentrado (d=1,84 g/mL) para 5,3 mL de acido nitrico concentrado
(d=1,42 g/mL) em erlenmeyer de 150 mL com resfriamento com banho de
gelo/alcool/NaCl. Em outro erlenmeyer de 500 mL, colocou-se 20 mL de acido
sulfurico concentrado e resfriou-se a 0 °C com banho de gelo/alcool/sal. A este
erlenmeyer adicionou-se com auxilio de funil de adicdo, 8 mL de acetofenona,
de modo que a temperatura nao excedesse 5 °C. A solucdo resultante foi
resfriada a -5 °C, e entdo adicionou-se gota-a-gota, através de funil de adicao,
a solugao nitrante, mantendo a temperatura em 0°C ou abaixo. Apds a adicao,
a reacao foi mantida por 10 a 15 minutos nesta mesma temperatura. A solucéo
resultante foi adicionado uma mistura de 100 g de gelo picado e 150 mL de
agua sob agitagdo. O produto foi separado como um solido amarelo, e entéao
lavado com 5 mL de etanol gelado e rescristalizado com 13 mL de etanol,
obtendo-se 6,2 g (55% de rendimento).

Sintese do composto a-bromo-m-nitroacetofenona

Em um baldo de duas bocas de 500 mL, adicionou-se 300 mL de acido

acético glacial e 8 g (48,32 mmol) de m-nitroacetofenona. Esta mistura foi
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aquecida a 55 °C, e a ela adicionou-se 2,5 mL (48,08 mmol) de bromo, gota-a-
gota lentamente através de funil de adigdo, de modo que a coloragao gerada se
dissipasse antes da adicdo da préxima gota. Apos a completa adicdo do
bromo, a reagao permaneceu por 30 minutos nesta mesma temperatura, e
entdo adicionou-se sobre esta reagdao 101 g de gelo picado. O precipitado
formado foi removido por filtragdo a vacuo e lavado com 100 mL de agua. O

produto foi recristalizado em etanol/éter de petrdleo.

A reacao foi acompanhada por CCD usando como fase moével 100% de

diclorometano.

Sintese do composto m-nitrofenacilamina

Foi preparada uma solugéo de 945 mg (6,75 mmol) de hexamina em 6
mL de cloroférmio, e entédo vertida sobre uma solugéo de 1,5 g (6,15 mmol) de
a-bromo-m-nitroacetofenona em 7 mL de cloroférmio. A mistura resultante
adicionou-se 4 mL de cloroférmio para auxiliar na agitagdo. A reacéo foi
mantida sob agitacdo por 24 horas, e entdo resfriada em banho de gelo e
filtrada. O sdlido foi lavado com 15 mL de cloroférmio e 10 mL de etanol
absoluto e entdo seco em dessecador sob pentdxido de fésforo, obtendo-se o

sal de hexametilenotetramina.

Preparou-se uma solugdo de 17,5 mL de etanol 95% e 8,5 mL de HCI
concentrado. 2,3 g do sal de hexametilenotetramina obtido anteriormente foi
adicionado com vigorosa agitacdo em 8 mL da mistura acida preparada
conforme descrito. O sal dissolveu-se em 30 minutos e rapidamente comecgou a
precipitar. A reacdo permaneceu por 3 dias sob agitagdo a temperatura
ambiente. Apos resfriamento com gelo, o sélido foi filtrado e recristalizado com
3 mL de agua, e lavado com etanol absoluto. Os cristais de cloridrato de m-

nitrofenacilamina foram secos sob vacuo.
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Sintese do composto 2-amino-1-(3-nitrofenil)etan-1-ona

tiossemicarbazona

Em baldo 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 acido acético glacial e 10 mL de etanol. A reagdo permaneceu sob
agitacdo por 48 horas sob refluxo. O precipitado formado foi filtrado a quente.

A reacgao foi acompanhada por HPLC (coluna shim-pack ODS C-18, fase
moével mistura de 20 % agua, 30% acetonitrila e 50% tampao acetato de sédio
25 mM pH 4,5 e fluxo de 1 mL por minuto) e o produto apresentou como faixa
de fuséo 213 a 214 °C e obteve-se 0,84 g (30% de rendimento).

Al.7. Sintese do composto acetofenona tiossemicarbazona (TS-7)

Em um baldo 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 acido acético
glacial e 15 mL de etanol absoluto. A reagdo permaneceu sob agitagao por 24
horas a temperatura ambiente.

A mistura reacional foi mantida em geladeira por 24 horas, e por filtragao
foram obtidos 1,29 g (80% de rendimento) do composto desejado.

A reagéo foi acompanhada por CCD utilizando como fase movel 20% de
acetato de etila em diclorometano e o produto apresentou como faixa de fuséo
120 a 121 °C.

A1.8. Sintese do composto 3-nitroacetofenona tiossemicarbazona
(TS-8)

Em um baldo 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 acido

acético glacial e 15 mL de etanol. A reagédo foi mantida sob agitacéo por 24
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horas a temperatura ambiente e entdo resfriada e mantida em geladeira por
mais 24 horas, sendo o precipitado removido por filtracdo. A reacdo foi
acompanhada por CCD utilizando como fase mével 20% de acetato de etila em
diclorometano e o produto apresentou como faixa de fusdo 224 a 226 °C e

obteve-se 1,16 g (81% de rendimento).

Al1.9. Sintese do composto hemissuccinato de 2-amino-1-(4-

nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS-9)

Obtengédo do composto 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona

Foi preparada uma solugéo de 945 mg (6,75 mmol) de hexamina em 6
mL de cloroférmio, e entédo vertida sobre uma solugéo de 1,5 g (6,15 mmol) de
a-bromo-4-nitroacetofenona em 7 mL de cloroférmio. A mistura resultante
adicionou-se 4 mL de cloroférmio para auxiliar na agitagdo. A reacao foi
mantida sob agitagdo por 24 horas, e entdo resfriada em banho de gelo e
filtrada. O sdlido foi lavado com 15 mL de cloroférmio e 10 mL de etanol
absoluto e entdo seco em dessecador sob pentdxido de fésforo, obtendo-se o
sal de hexametilenotetramina.

Preparou-se uma solucado de 17,5 mL de etanol 95% e 8,5 mL de HCI
concentrado. 2,3 g do sal de hexametilenotetramina obtido anteriormente foi
adicionado com vigorosa agitacdo em 8 mL da mistura acida preparada
conforme descrito. O sal dissolve-se em 30 minutos e rapidamente comecou a
precipitar. A reagdo permaneceu por 2 dias sob agitacdo a temperatura
ambiente. Apos resfriamento com gelo, o sélido foi filtrado e recristalizado com
3 mL de agua, e lavado com etanol absoluto. Os cristais de cloridrato de p-

nitrofenacilamina foram secos sob vacuo.
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Obtencgéo do composto 2-amino-1-(4-nitro)acetofenona
tiossemicarbazona (TS-9)

Em um baldo 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 a-amina-4-nitroacetofenona foram solubilizados a
temperatura ambiente em uma solugao contendo 90 mL de etanol e cerca de 2
mL de acido acético glacial, empregando-se um béquer de 250 mL. A solugdo
adquire coloragao laranja clara.

A solucao de a-amina-4-nitroacetofenona foi adicionada lentamente com
o auxilio de funil de adicdo sobre a solugdo aquecida de tiossemicarbazida.
Apos o final da adicdo, um excesso de 1g de tiossemicarbazida foi adicionado
a solugao resultante. O aquecimento foi mantido até completa solubilizacdo da
massa adicionada e entdo foi desligado, permitindo que a reacdo
permanecesse por 48 h, protegida da luz e com continua agitagdo a
temperatura ambiente.

Ao término deste periodo, a reacao foi filtrada para eliminar o excesso
de tiossemicarbazida ndo reagida e o solvente foi removido por evaporagéo a
pressao reduzida, sendo o residuo obtido solubilizado em cerca de 20 mL de
agua destilada a quente e permitido precipitar por até 15 dias a temperatura
ambiente e protegido da luz solar.

Nos primeiros 3 dias de recristalizagcdo, obteve-se um produto de
coloragcédo escura (aproximadamente 1g), o qual foi removido por filtragcdo e
intitulado “isbmero 17, nos dias subsequentes de recristalizacdo obteve-se
preferencialmente o “isbmero 2”, de coloragdo amarelo clara, o que pode ser
observado por HPLC (coluna shim-pack ODS C-18, fase movel mistura de 20
% agua, 30% acetonitrila e 50% tampao acetato de sodio 25 mM pH 4,5 e fluxo
de 1 mL por minuto). O produto foi filtrado e lavado com agua gelada e mantido
em dessecador sob pentoxido de fésforo por 24h até completa secura. Os
isdmeros apresentaram uma mesma faixa de fusdo 170 a 173 °C e obteve-se
0,93 g (30% de rendimento).
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Obtengdo do  composto  hemissuccinato  de  2-amino-1-(4-
nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS-9)

Em baldo 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 succinico e 25 mg de DMAP em 70 mL de acetonitrila
previamente seca e destilada. A reagao foi mantida por 48 horas a temperatura
ambiente, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida e o residuo
recristalizado em agua destilada. O produto obtido foi analisado por CLAE e
RMN 'H, "*C e HMBC e apresentou como faixa de fusdo 187 a 190 °C e
obteve-se 0,24 g (45% de rendimento).

A1.10. Sintese do composto hemissuccinato de 2-hidroxi-1-(4-

nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS-10)

Obtengdo do composto 2-hidroxi-1-(4-nitro)acetofenona

Uma solugéo de 5g (20,6 mmol) de 2-bromo-1-(4-nitro)acetofenona e 5 g
(30 mmol) de AgNO3; em 250 mL de agua e 150 mL de acetona foi refluxada
por 4 horas com agitacdo constante. Apds o resfriamento, filtrou-se o material
insoluvel da solugdo e o filtrado foi extraido duas vezes com por¢des de 150
mL de diclorometano. O residuo sélido obtido apds evaporagao do solvente a
pressao reduzida foi recristalizado em etanol (50%) a quente rendendo 2 g do

produto puro (54% de rendimento).

Obtencéo do composto 2-hidroxi-1-(4-nitro)acetofenona

tiossemicarbazona (TS-10)

Uma solugdo contendo 10 mL de etanol, 0,5 mL de &cido acético glacial
e 0,5 g (2,76 mmol) do composto 2-hidroxi-1-(p-nitro)acetofenona foi vertida a
qguente e gota-a-gota sobre uma solugao de 0,277 g de tiossemicarbazida (3,04
mmol) em 10 mL de etanol. A reag¢ao foi mantida sob refluxo por 24 horas, e o
produto formado removido por filtracdo 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

fusdo 211 a 212 °C, com decomposigéao.

Obtengdo do composto  hemissuccinato  de  2-hidroxi-1-(4-

nitro)acetofenona tiossemicarbazona (MTS-10)

Em baldo 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
succinico e 25 mg de DMAP em 70 mL de acetonitrila previamente seca e
destilada. A reacdo foi mantida por 48 horas a temperatura ambiente, o
solvente foi evaporado a pressao reduzida e o residuo recristalizado em agua
destilada. O produto obtido foi analisado por CLAE e RMN 'H e apresentou

como faixa de fusdo 179 a 180 °C e obteve-se 0,31 g (45% de rendimento).

A2. Teste In Vitro de Atividade Tripanocida

Preparo do indculo

A cultura cepa Y de T. cruzi foi mantida em meio LIT (Liver Infusion
Tryptose), cuja composigao era: NaCl 68,4 mM KCI 5,4 mM; Na,HPO,4 56,3
mM; dextrose 111 mM e infusdo de figado Broth 0,3%, Tryptose 0,5% e
Haemin 25 mg/L. O volume foi completado com agua para 900 mL e incubado
a 68 °C por 1 hora. Ajustou-se o pH para 7,2, filtrou-se em membrana de 0,22
pgm e o meio foi entdo enriquecido com 10% de soro fetal bovino estéril (v/v);.

O preparo deste meio de cultura, bem como os ensaios foram realizados
no Laboratério de Imunologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Unesp, sob coordenagdo da Profa. Dra. Regina Cicarelli e colaboragcdo da

mestre Gabriela Dud Passerini.

Preparo da solugdo dos compostos a serem testados
Foi realizada a solubilizacdo dos compostos em DMSO, e diluidos com o
mesmo solvente para concentragdes finais de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1 pg/mL,

os ensaios foram realizados em triplicata.
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Preparo do ensaio

O ensaio foi realizado em placa de Elisa de 96 pocos de modo que em

cada placa foram ensaiadas duas substancias, conforme figura A.1.

substancia 1l substancia 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

IT|O|MMmMO0|m|>

Concentragdes empregadas por linha:

A =100 pg/mL Legenda:

B =50 yg/mL D Substancia e parasita (10’ parasitas por mL)
C =25 ug/mL

D= 10 pg/mL D Substancia e meio de cultura (branco)

E =5 pg/mL

F=2,5pug/mL

G =1,0 pg/mL

H = controle sem substancia

Figura A.1: Representacao da placa de Elisa de 96 pogos empregada para o ensaio de

atividade tripanocida

3 UL de cada solugao diluida dos compostos foram adicionados a 97 pL
de meio LIT contendo as formas epimastigotas de T. cruzi (10" parasitas por
mL) e a placa foi entdo incubada em camara umida a 28 °C por 72 horas.
Adicionou-se em seguida 10 uL de solugdo MTT/PMS em cada um dos pogos,
e incubou-se novamente a placa ao abrigo da luz por mais 75 minutos a 28 °C,
quando ocorre a redugdao do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio] em um produto colorido, formazan, através da agédo da enzima
succinato desidrogenase das mitocdndrias. O PMS (metanossulfonato de
fenazina) foi empregado como carregador intermediario de elétrons para

intensificar a reagao de reducao durante a incubacao, e consequentemente, o
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desenvolvimento de coloracdo (DUTTA, BANDYOPADHYAY, MANDAL, et al.,
2005).

A leitura da densidade dtica foi realizada em espectrofotdbmetro (Leitor
de Elisa) a 595 nm. A concentracdo do produto colorido formado foi
proporcional a atividade tripanocida (DUTTA, BANDYOPADHYAY, MANDAL, et
al., 2005).

O ICs (concentracédo capaz de matar 50% dos parasitas) foi calculado a

partir da regressao linear dos valores obtidos espectrofotometricamente.

A3. Ensaio de Mutagenicidade - Teste do Micronucleo

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara, sendo toda a
metodologia de experimentagdo com animais aprovada (Protocolo
CEP/FCF/CAr. N° 38/2008).

Para a avaliacdo da mutagenicidade in vivo dos compostos TS-9, MTS-
9, TS-10 (os compostos mais ativos) e benznidazol (BZD) foi empregado o
teste de Micronucleo em células do sangue periférico de camungongos Swiss
albinos, com aproximadamente 30 g de peso corpéreo, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual Paulista — Unesp. Os animais foram
mantidos em gaiolas durante o periodo de tratamento, com agua e alimento ad
libitum, ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura de 23+ 2 °C.

Para receber os tratamentos, grupos de 10, sendo 5 machos e 5 fémeas,
foram separados para cada dosagem administrada. Cada um deles recebeu as
diferentes doses dos compostos via gavage.

Grupo I: Controle Negativo — Solugdo de carboximetilcelulose (CMC) 1% e
Tween 40 0,2% (1 mL/100g p.c.)

Grupo Il: Controle Positivo — Ciclofosfamida (50 mg/kg)

Grupo lll: ~ 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 realizagéo deste trabalho foi o descrito por Hayashi
et al., no qual se empregam laminas pré-coradas por Laranja de Acridina
(acridine orange) (HAYASHI; MORITA; KODAMA; et al., 1990).

Preparo das ldminas com laranja de acridina

As laminas (previamente limpas com etanol) foram aquecidas em uma
placa aquecedora a aproximadamente 70°C. Uma vez aquecidas, colocou-se
10 puL de solugdo de laranja de acridina (1 mg/ml) sobre a lamina e fez-se o
espalhamento utilizando a extremidade de outra lamina bem limpa. As laminas
foram secas ao ar e guardadas em caixa apropriada, a temperatura ambiente,

em local escuro, por pelo menos 24h.

Obtencgéo do sangue e preparo das células

Com o auxilio de uma agulha, perfurou-se cauda do animal, coletando-
se 5 uL de sangue (uma gota) e depositando-a no centro da lamina
previamente preparada com laranja de acridina, cobrindo-a com uma laminula.
As laminas com o material biolégico foram mantidas a —20°C e no escuro por
no minimo 24 horas antes da analise citologica, propiciando uma melhor agao
do corante.

A anélise citolégica das ladminas contendo o sangue periférico dos
animais foi efetuada o mais rapido possivel, para evitar a deterioracdo do
material. Esta analise deve ser realizada em microscépio de fluorescéncia,
combinando luz azul (488 nm) e filtro amarelo. Foram contados 1000

reticulécitos por animal e anotadas as frequéncias de células micronucleadas.
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ANEXO B
PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA A OBTENCAO DE
NANOANTICORPOS ANTI-TRANSIALIDASE E ANTI-J-18

B1. Extracdo dos linfécitos

Amostra de 50 mL do sangue fresco imunizado coletado de dromedario,
contendo anticoagulante, foi diluida 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 linfocitos de células
polimorfonucleadas pelo aumento da taxa de sedimentacido destes, e entdo 20
mL da mistura sangue/NaCl foram adicionados nestes tubos contendo a

primeira solugao.

Os tubos foram centrifugados por 90 minutos a 671 x g e os linfocitos
foram entdo coletados. Para romper as células dos linfécitos, 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 tampao A, no qual adicionou-se 1% de mercapto
etanol antes do uso, e 400 uL de tampao acetato de sédio 2 M pH = 4,0, 4 mL
de fenol saturado com agua e 2 mL de mistura 24:1 de cloroférmio e alcool

isoamilico. Apés homogeneizagao, 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

agua e mais 2 mL da mistura cloroférmio/alcool isoamilico.

Apds 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 residuo (pellet), os quais foram todos dissolvidos
em 300 uL de agua livre de RNAse. O total de RNA foi entdo quantificado por
UV (260 nm).
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B2. Preparacdo do cDNA

Para este procedimento, assim como no anterior, toda agua empregada

era livre de RNAse por tratamento com DEPC (dietilpirocarbonato).

Para aproximadamente 50 ug do RNA total, 2,5 ug de primer Oligo (DT)
e 105,5 yL de agua de DEPC foram adicionados. Distribuiu-se essa mistura em
5 tubos de 0,5 mL (23 pL 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 uL de
tampao (5X Supercript 1| RNAse H™ kit transcriptase reversa), 22 uL de
ditiotreitol DTT 0,1 M, 11 pyL de dNTPs (10 mM cada), 5,5 uL de HPRI ( inibidor
de RNase placentaria humana, 40 U/ yL) e 11 uL detranscriptase (200 u/ pL).
Foi adicionado desta mistura 17 yL a cada frasco contendo 23 uL da mistura

anterior. Apos isso foi realizado uma amplificacdo por PCR.

B3. Construgéo da biblioteca de VHH no vetor pHEN4

Amostras de 0,5 uyL, 1 yL e 3 yL de cDNA foram retiradas para se
verificar a melhor condicdo de amplificagcdo. Adicionou-se a cada amostra os
primers CALLO01 e CALL0O02 (1 uL de 20 yM de uma solugao estoque), 1,25 U
de Taq polimerase (5U/ pL), 5 yL de tampéo 10X, 1 yL de dNTPs 20mM (5mM
de cada dNTP) e completou-se o volume para 50 yL com agua e realizou-se
amplificacdo por PCR. Ap6s a realizagao do PCR foi aplicado 10 uL da amostra
em gel de agarose 1% com brometo de etideo e a eletroforese foi realizada em
meio TBE. A condi¢ao escolhida para maior producao foi a que rendeu maior
quantidade de material entre 650 a 750 bases de pares verificado pela
eletroforese, no caso foi a que utilizou 3uL de cDNA. Foi entdo realizado um

PCR em 10 tubos (50 L, na condigao escolhida).

Desta amplificagao, correu-se o produto em gel de agarose a 1% com
brometo de etideo 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 extragdo em gel (Qiaquick PCR).

Os DNAs do VHHs purificados foram reamplificados por PCR utilizando
dez tubos com a concentragao de 1,5 yL da diluicdo de 1/10 com os primers
AGE e FR4FOR (1 uL de primer na concentragdo de 20 uM), 1,25 U Taq
polimerase e 5 yL de tampado 10 x, 1 pL de dNTPs 20 pyM e agua para
completar 50 pL. Desta quantidade, apés purificagcdo com kit de purificagdo de
PCR, obteve-se aproximadamente 1,5 ug que foram digeridos durante uma
noite a 37 °C com 20 U de Pstl e 20 U de Notl (enzimas Roche) em tampéao
apropriado e entao purificou-se novamente com o Kit de purificagdo. Enquanto
isso, o vetor pHEN4 (20 ug) foi digerido com 200 U de Pstl e 200 U de Notl 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 ligacdo a partir de 3 ug de vetor (1 equivalente molar) para 900 ng dos
fragmentos (3 equivalentes molares), utilizando 3 pL da enzima T4 ligase
(5U/uL) e 10% do volume total de tampao 10x ligation. A reagéo de ligagao foi
deixada a noite inteira a 16 °C e apos este periodo, a enzima T4 ligase foi

inativada por aquecimento de 10 min a 65 °C.

Para maior recuperacdo do DNA, a reacdo foi extraida 2 vezes com 1
volume de fenol saturado com agua e entdo foi misturada com auxilio de vértex
e centrifugada por 10 minutos a 15115 x g. A fase superior foi transferida para
um tubo novo e a ela foi adicionado cloroférmio e alcool isoamilico (24:1),
misturado com vortex e centrifugado por 10 minutos a 15115 x g. A fase
superior foi transferida para um novo tubo e a fase inferior foi novamente
extraida com a mistura de cloroféormio e alcool isoamilico. A fase superior desta
nova extracao foi misturada a primeira fracéo de fase superior coletada. O DNA
contido nas fases superiores foi precipitado pela adicdo de 1/10 de volume de
acetato de sodio 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 apos seco foi dissolvido em 150 pL de agua.

Sobre a solugao resultante, adicionou-se 1500 pL de células E. coli TG1

eletrocompetentes, mexeu-se gentiimente e incubou-se no gelo por 1 minuto.
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Aliquotas de 55 pL foram retiradas para transformacao através de choque
elétrico (1.8 kV/cm), realizada em cubetas de 1 mm de eletroporagédo. Apos
aplicado o choque, cada pequena aliquota foi imediatamente colocada em 500
ML de um meio rico denominado SOC para recuperagao destas células que
agora contém o vetor ligado ao VHH. Todas as aliquotas 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 diluicées 1/10, 1/100, 1/1000 e
1/10000 e semeados 100 uL de cada diluigao em placa de petri com meio LB-
agar (glicose 2% e ampicilina) em duplicata para verificagdo do tamanho da
biblioteca, neste caso foi de foi 3,6 X 10° células/mL, e o restante foi semeado
em 6 placas grandes (24,5 cm x 24,5 cm) com meio LB-agar (glicose 2% e
ampicilina) e deixadas a 37 °C por 24 horas. Nas placas grandes apds 24 h,
foram retiradas as colbénias pela adicdo de 2 mL de meio LB e raspagem das
mesmas. A suspensao de colbnias foi colocada em um mesmo tubo Falcon de
50 mL com volume total aproximado de 20 mL bem misturado com auxilio de
vortex, a este volume foi adicionado 5 mL de glicerol 100%. A suspenséao
resultante foi entao redistribuida para varios tubos eppendorfs contendo 800 uL

cada, e mantidos a -80 °C.

B4. Selecdo de nanoanticorpos especificos aos antigenos TS e J-18

(panning), realizacéo da 12, 22 e 32 etapa de selecéo

Em uma placa de Elisa de 96 pogos (placa nunc maxisorp fundo chato),
cobriu-se um unico pogo com 100 yL de solu¢do 100 pg/mL de antigeno 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 °C.

Posteriormente, 100 uL da biblioteca de VHH foram adicionados a 100
mL de meio 2xTY, contendo 100 pyL de ampicilina 100 mg/mL e 5mL de glicose
20%. Este meio de cultura foi deixado em agitagdo a 200 rpm durante 3 horas
para crescimento exponencial das células da biblioteca que contém F-pillus.
Apos este periodo foi adicionado 10'? fagos M13KO7 e o meio de cultura foi
deixado por mais 30 minutos a temperatura ambiente sem agitagado 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 entdo
centrifugados por 10 minutos a 671 x g, e entdo se removeu o0 sobrenadante
destes. O pellet foi ressuspendido em 300 mL do meio 2xTY contendo 300 uL
de ampicilina a 100 mg/mL e 300 pyL de canamicina a 70 mg/mL e incubado
sob agitacdo de 200 rpm a 37 °C durante a noite para produgdo de fagos

contendo VHH expressos em seus capsideos.

Inoculou-se uma colénia de E. coli TG1 em 15 mL de meio LB em um
tubo falcon de 50 mL, este inéculo foi preparado antes para ser utilizado na
infeccdo por fagos apos panning. O inéculo foi mantido por agitagédo a 37 °C

por aproximadamente 3 horas.

Apos isso, centrifugou-se os 300 mL do meio de cultura do dia anterior
infectado por fago M13KO7 durante 30 minutos a4 °C e a 10733 x g. O residuo
foi descartado e o sobrenadante recolhido. O sobrenadante foi distribuido em 7
tubos de 50 mL contendo cada um 42 mL de sobrenadante e 8 mL de uma
solugdo 20% de PEG 6000 em cloreto de sodio 2,5 M, para auxilio na
precipitacdo dos fagos e virions, formando-se duas fases. Os tubos foram
misturados 5 vezes por inversdo e mantidos no gelo durante 30 minutos. Os
frascos foram entdo centrifugados a 4 °C e 2683 x g por 30 minutos. O
sobrenadante foi desprezado em um béquer contendo hipoclorito de sddio e o
precipitado branco retido nos frascos foi seco através da inversao 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 suspensdo de fagos contendo VHHs

expressos em seus capsideos.

A solugcdo de antigeno previamente preparada na placa de Elisa foi
removida e lavada 5 vezes com PBS. As partes internas livres do pogo foram
bloqueadas com 200 uL de uma suspensao de leite em p6é 2%. Da mesma
forma, um outro poco distante do anterior, que nao recebeu a solucdo de
antigeno, foi bloqueado com a mesma suspensao de leite em po para servir de
branco. Apds o periodo de 1 hora as suspensdes dos dois pocos foram

descartadas e os pocos lavados 5 vezes com PBS.
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O inicio da primeira etapa de selecdo comecou a partir da adigdo ao
poco positivo (que foi adicionado antigeno) e ao negativo (sem adicdo de
antigeno) de 100 pL da suspenséo de fagos contendo VHHSs, e manteve-se em
contato durante 1 hora nos pocos. Apods este periodo, os pogos foram lavados
dez vezes nesta primeira etapa com uma solugéo de PBS contendo 0,05% de
tween 20 (PBST).

Adicionou-se ao pogo positivo e ao negativo 100 uyL de uma solucao de
70 yL de trietilamina em 5 mL de agua, a qual permaneceu nos pogos por
cerca de dez minutos para dissociacédo dos fagos contendo VHHs que se
aderiram fortemente ao antigeno. Estes fagos foram transferidos para
eppendorfs distintos contendo 100 uL de uma solugao de tampao Tris 1 M pH
7,4, para neutralizagao da solugao de fagos de modo que eles ndo perdessem
sua infectividade. Estes fagos eluidos foram utilizados para visualizar o fator de
enriquecimento produzido pelos fagos que reconheceram o antigeno sobre as
particulas nao especificamente associadas, e também para reinfec¢gao de E.

coli TG1 para a segunda etapa de selecéo.

Para visualizagdo do fator de enriquecimento, duas colunas de pocgos, o
mais distante possivel uma da outra, de uma placa de Elisa de 96 pocos e
fundo redondo para cultivo de células, foram preenchidas com 90 uL de PBS
(placa A). No primeiro pogo de uma fileira foi adicionado 10 uL de fagos eluidos
do pogo positivo; no primeiro pogo da outra coluna foi adicionado fagos eluidos
do pogo negativo provenientes da primeira placa de Elisa. A partir do pogo em
que foi adicionado os fagos eluidos, uma aliquota de 10 uL foi retirada e
passada para o pogo abaixo na mesma coluna e deste foi retirado 10 uL para o
poco imediatamente abaixo e assim sucessivamente até a fileira G da placa de
Elisa, sendo que cada transferéncia resultou em uma diluigdo de dez vezes,

formando uma coluna positiva e outra negativa.

De maneira semelhante a placa A, duas fileiras distantes em outra placa
de Elisa (placa B) foram preenchida com 90 pL de suspenséao de E. coli TG1,
as quais foram mantidas em crescimento por 3 horas em meio LB como
mencionado anteriormente. Com auxilio de uma micropipeta multicanal,
transferiu-se de uma s6 vez 10 uL de cada diluigdo 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 entdo colocada na estufa a 37 °C para que os fagos pudessem

infectar as células por 30 minutos.

Com auxilio da micropipeta multicanal, retirou-se de uma so6 vez 10 pL
de cada poc¢o da coluna positiva e semeou-se estas aliquotas em uma placa de
petri quadrada, contendo meio LB Agar e 100 ug/mL de ampicilina e 1% de
glicose, da esquerda para direita até o meio, formando 7 riscos
correspondentes as diluicdes 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 entdo mantida na
estufa a 37 °C, durante a noite. Estando assim lado a lado na mesma placa, foi
possivel verificar que os 7 riscos positivos tiveram maior crescimento quando

comparados com 0s riscos negativo.

10 ul de fagos eluidos

10 uL de fagos eluidos _+ PLACAA -
100 poco 9892200000008 10,400
- superior - 4@O0000000000LE  superior
para o infeior SOO000000000Q4 Para o inferior
[000000000000L 90 4t
0L 1000000000000F 44 pay
de PBS/ JO00000000000F
Eppendorf de fagos  Eppendorf de fagos poco 000000000000 Poso
eluidos do poco +  eluidos do pogo -
27 N\e pacas 0 . :
Com pipeta multicanal 000000000000 Com pipeta multicanal
retiou-se 10 uL de cada 000000000000 refirou-se 10 pl de cada
poco + daplacaAe QOO0000O00000 pogo - da placaAe
semeou-se na coluna + QOCOO0O0CO000 semeou-se na coluna -
da placa B 90 L 888888888888 90 4l da placa B
9e T/ | 966000000000 |de 161/
POCO 1@O0000000000| Posco

Figura 2.11: Representagao da utilizagdo das placas A e B

Os 90 pL remanescentes da placa B, tanto da coluna positiva quanto da
negativa, e exceto o primeiro pogo de cada, foram semeados em placas LB
Agar com glicose e ampicilina, sendo empregada uma placa para cada diluigao,
para que as coldnias formadas fossem avaliadas para verificar a selecao dos

nanoanticorpos pelo antigenos J-18 e TS.

Os 190 pL restantes da suspensao de fagos contendo VHHs expressos
em seus capsideos do pogo positivo, neutralizado com tampao Tris pH 7,4

conforme ja descrito, foram adicionados a 2 mL de células TG1 em meio LB
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também ja mencionado, em um tubo falcon de 15 mL. Este tubo foi incubado a
37 °C por 30 minutos, e apos este periodo foi adicionado 8 mL do meio 2xTY-
ampicilina-glicose (100 mL de 2xTY a 100 pyg/mL de ampicilina + 5 mL de
glicose a 20%). O frasco foi incubado novamente a 37 °C por 30 minutos. Apés
este periodo foi adicionou-se 10 fagos M13KO7 e incubou-se por 20 minutos
sem agitacédo e a temperatura ambiente. Entdo o frasco foi centrifugado por 10
minutos a 671 x g, e o residuo celular ressuspendido com 5 mL do meio 2xTY
contendo ampicilina (100 ug/mL) e canamicina (70 pg/mL), e entdo colocado
em um erlenmeyer de 1 L contendo 300 mL do mesmo meio. O frasco foi
deixado sob agitacdo durante a noite a 200 rpm e a 37 °C para multiplicagédo

das colbnias infectadas por fago que foram eluidas do pogo positivo.

Em uma nova placa de Elisa, foi adicionado 10 ug do antigeno (solugéo
100 pg/mL) e foi deixado em repouso durante a noite a 4 °C para uma segunda

etapa de selecao.

O meio de cultura do erlenmeyer contendo as cepas TG1 infectadas
pelos fagos da primeira etapa de seleg¢ao foi submetido a centrifugagao por 30
minutos a 4 °C e 10733 x g, o procedimento foi realizado em conformidade com
a pagina 142 até a obtencdo de 1mL suspensdo de fagos contendo VHHs
expressos em seus capsideos selecionados pela primeira etapa, a partir do
qual iniciou-se a segunda etapa de selegdo; o procedimento a partir deste

ponto foi igual ao realizado na primeira etapa.

Ao pocgo positivo (onde foi adicionado antigeno) e ao negativo (sem
adicdo de antigeno) foi adicionado 100 yL do 1mL proveniente de suspensé&o
de fagos contendo o VHH do término da primeira etapa de selegdo. A unica
diferencga foi que nesta segunda etapa os pogos foram lavados 20 vezes com a
solugao 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 apds procedimento igual ao realizado na
primeira etapa, deu origem a 1 mL de suspensao de fago contendo os VHHs
selecionados pela segunda etapa para que uma terceira etapa de selecéo

fosse realizada de forma igual a segunda etapa.
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B5. Avaliacdo da 22 e 32 etapa de selecdo de nanoanticorpos especificos

pelos antigenos J-18 e TS

As 48 colbnias da segunda e terceira etapa de selecédo de cada
antigeno, J-18 e TS, foram avaliadas a partir das colonias formadas pela
semeadura nas placas LB agar contendo ampicilina e glicose dos 90 L
remanescentes da placa B da coluna positiva. As colénias foram escolhidas e
numeradas e com auxilio de ponteiras estéreis em oito placas de Elisa de
cultivo de células de 24 pocgos de fundo chato. Essas placas continham em
cada pogo 1 mL do meio TB com ampicilina na concentracédo de 1ug/mL e
foram incubadas a 37 °C com agitagéo de 200 rpm, o crescimento das células
foi checado visualmente, sendo que o tempo de crescimento adequado foi
cerca de 5 horas. Apds este periodo adicionou-se a cada poco 10 uL de
isopropil-B-D-tiogalatopiranosideo (IPTG) 1M e entdo incubada em estufa a 37

°C com agitagao de 200 rpm durante a noite.

Duas placas de Elisa de 96 pog¢os nunc maxisorp fundo chato, uma
placa para cada antigeno J-18 e TS, foram cobertas com 100 yL de uma
solugdo de antigeno 1ug/mL, uma fileira sim e outra ndo, e entdo encobertas

com filme de parafina (parafilm) e mantidas a 4 °C durante a noite.

No dia seguinte as placas de Elisa de 24 pogos 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 pocos foram lavadas por 3 vezes
com PBST e bloqueadas com 200 pL de uma suspensao de leite a 2% em
cada pogo por pelo menos 1 hora. Apdés o término da centrifugagcdo, o
sobrenadante foi desprezado e as placas foram invertidas sobre toalhas de

papel para eliminar o sobrenadante.

As células precipitadas no fundo de cada pogo foram dissolvidas com
200 pL de TES (Tris, EDTA e sucrose) e colocadas sob agitacédo a 200 rpm e 4
°C por 30 minutos. Depois foi adicionado em cada pocgo 300 uL de TES/4 por
cima do TES e agitou-se a 200 rpm a 4 °C por 1 hora. Apos esse periodo as
placas foram centrifugadas a 2054 x g por 15 minutos a 4 °C, sendo que o

sobrenadante, o extrato periplasmatico, continha além de outras proteinas os
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VHHSs, pois eles eram precedidos de um sinal peptidico PelB no vetor pHEN4

para transporte para o espaco periplasmatico.

Lavou-se as placas de Elisa de 96 pogos 3 vezes com PBST e colocou-
se em uma 100 pL do extrato periplasmatico obtido a partir do antigeno J-18, e
na outra, o extrato periplasmatico obtido a partir da TS nas fileiras cobertas ou
nao com seus respectivos antigenos. As duas placas foram incubadas por 1
hora a temperatura ambiente, depois deste periodo elas foram lavadas por 5

vezes com PBST.

Adicionou-se a estas duas placas, nas fileiras com ou sem antigeno, 100
ML por pogode anticorpo monoclonal de camundongo anti-HA-tag na diluigao de
1/1000 em PBS. Essas placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1

hora e entdo a solucao foi removida através de 5 lavagens com PBST.

Apds as lavagens, adicionou-se nestas placas 100 yL por pogo, na
diluicdo de 1/1000 em PBS, um anticorpo contra camundongo, conjugado a
enzima fosfatase alcalina. Esta solugao foi deixada nos pocos por 1 hora a

temperatura ambiente e entao foi retirada através de 5 lavagens por PBST.

Finalmente, desenvolveu-se o Elisa com o substrato da fosfatase
alcalina 2 mg/mL em tampao de fosfatase alcalina e realizou-se a leitura no UV
em 405 nm, revelando as coldnias que produzem nanoanticorpos com maior

afinidade, sempre comparada com seu branco (pogo sem a presenga do

antigeno).

B6. Verificacao por Elisa do enriquecimento das sele¢cdes da 12, 22 e
32 etapa de selecdo de nanoanticorpos especificos pelos antigenos J-
18e TS

Cubriu-se 4 pogos de uma mesma linha de duas placas de Elisa (96
pocos), uma com 100 uL de antigeno J-18 e outra com TS na concentragao de
1ug/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 uyL de

suspensao de leite em pd a 2%, os pogos da fileira que continha os antigenos e
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0s pogos correspondentes da fileira abaixo para servirem como branco por 1

hora.

A suspensao de leite foi removida das placas e estas foram lavadas 3
vezes com PBST. Adicionou-se a ambos 0s pog¢os, cobertos ou ndo, 90 uL de
suspensao de leite em pd a 2% e no 1° poco e no imediatamente abaixo nio
coberto pelo antigeno,10 pL da biblioteca com fagos anterior a primeira etapa
de selecao, no 2° poco e no imediatamente abaixo,10 L da primeira etapa de
selegcdo do antigeno, no 3° pogo e no imediatamente abaixo, 10 yL da segunda
etapa de seleg¢do do antigeno e no 4° pogo e no imediatamente abaixo, 10 pL
da terceira etapa de selegdo do antigeno nas duas placas que continham os
antigenos J-18 e TS. Foi permitido que os fagos permanecessem por uma hora
e sO apos este periodo foram removidos e lavados 5 vezes com PBST.
Adicionou-se aos pogos cobertos ou seus respectivos brancos 100 uL/pogo de
um anticorpo de camundongo contra M13 conjugado a peroxidase de rabanete
(HRP, Amersham) e incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente, e entao

lavou-se os pogos 5 vezes com PBST.

A partir de uma solugdo de 20 mL de ABTS [2,2'-azino-bis(3-
etilbenztiazolina-6-acido sulfénico)] com 40 pyL de &agua oxigenada foram
adicionados 10 pyL nos pocos 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 selecéo.

B7. Insercédo dos genes do VHH no vetor pBAD/glll

Os fagomideos enriquecidos foram extraidos do vetor pHENA4.
Primeiramente, centrifugou-se a 17530 x g em tubo eppendorf 1,5 mL de
cultura em meio LB ampicilina (100 pg/mL), deixado crescer a 37 °C durante a
noite e desprezou-se o0 sobrenadante. Ressuspendeu-se o precipitado
bacteriano em 100 uL de solugdo S1, adicionou-se 200 pL de solugdo S2 e
misturou-se invertendo para cima e para baixo os eppendorfs e entdo se
adicionou a esses tubos 150 uL da solugcdo S3, inverteu-se os tubos para cima

e para baixo para homogenizar. Incubou-se os tubos no gelo por 15 minutos e

Lorena Blau



Anexo — Procedimentos Experimentais 149

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 pL de isopropanol, agitou-se utilizando o vértex e esses tubos
foram deixados por 15 minutos no gelo. Apds este periodo realizou-se a
centrifugacédo por 10 minutos a 17530 x g e desprezou-se os sobrenadantes.
Adiconou-se ao precipitado, 500 pyL de etanol 70% e agitou-se com auxilio do
vortex e centrifugou-se por 5 minutos e desprezou-se os sobrenadantes,
secou-se 0s precipitados a 65 °C e acrescentou 50 pL de solugcdo de RNAse 50
Mg/mL.
Foi realizado PCR de 24 fagomideos utilizando a seguinte pré-mistura:

( Mix (25) 187,5 pL de tampéao de PCR 10 vezes concentrado
10uL por 25 uL de dNTPs a 20 mM 96 °C 3
< amostra 12,5 yL de Taq polimerase (5u/ L) 96 °C 71’
950 uL de agua 60°C 1 35 vezes
25 pL de Fwd pBAD Ncol (20 pM) 72°C 1

\ 25 pL de Rev pBAD Sall (20 pM) 72°C %

Realizou-se a precipitagdo dos insertos de DNA, utilizando 500 yL de
NaCl 0,2M e 500 uL de isopropanol por eppendorf, deixou-se por 15 minutos no
gelo, centrifugou-se por 10 minutos a 17530 x g, desprezou-se o0s
sobrenadantes e acrescentou-se a esses tubos 500 pyL 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 pL de agua.
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B8. Digestdo dos VHH e vetor pBAD/glll e reacao de ligacao
Para digestao dos fragmentos foi preparado a seguinte pré-mistura:

-
Mix (25) |5 uL de Ncol (1u=1ug =0,1 uL)
10uL por | 10 yL de Sall (1u = 1ug = 0,1 L)

amostra | Tampéao 10 vezes concentrado tango 50 uL

J85 ML de agua

Os fragmentos foram digeridos a 37 °C por 2 horas e apds este periodo

realizou-se a precipitagao dos insertos de DNA conforme ao item B7

1ug de vetor pBAD/glll contidos em 400 pL de agua foram digeridos com
0,4 uL de Ncol, 0,8 pL de Sall e 100 yL de tampao 10 vezes concentrado tango
a 37 °C por 2 horas. Apds este periodo, essa solugdo foi aquecida por 20

minutos a 65 °C para inativagado das enzimas.

A reacédo de ligagao foi realizada na propor¢gédo molar de 1 equivalente
molar de vetor pHEN4 para 3 equivalentes molares do inserto de VHH,
utilizando 1 yL da enzima T4 ligase (5U/uL) e 10% do volume total de tampao
10x ligation. A reacao de ligacao foi deixada a noite inteira a 16 °C e apos este

periodo, a enzima T4 ligase foi inativada por aquecimento de 10 min a 65 °C.
B9. Transformagdo em LMG194 e expressao de VHH

A transformacdo ocorreu na E. coli LMG194, a partir de 200 pL desta e
2 uL de cada plasmideo contendo o VHH. Foi realizado o choque térmico a 42
°C por 1 minuto para que os plasmideos fossem inseridos nas bactérias e apds
isto suspenséo foi colocada em meio LB (2 mL) para recuperacgao das bactérias
por 1 hora a 37 °C. 200 pL destes 2mL foram semeados em placa LB-agar com

ampicilina (100 pg/mL) e deixados crescer durante a noite a 37 °C.

Quatro colénias de um mesmo clone provenientes de uma placa de LB-
agar semeada e crescida foram colocadas em quatro tubos falcon de 15 mL

contendo 2 mL do meio RM com uma concentragdo de 2% de L-arabinose
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durante a noite a 37 °C , sendo os clones induzidos, enquanto que as mesmas
colbénias foram crescidas nas mesmas condi¢cdes, sem L-arabinose, sendo os

clones nao induzidos.

Apo6s 20 horas, retirou-se 100 pL de cada tubo falcon de 15 mL e
colocou-os em eppendorfs, centrifugou-se a 17530 x g por 20 segundos,
desprezou-se o0s sobrenadantes. A cada precipitado bacteriano foi
acrescentado 50 pL de loading buffer 1X, agitou-se vigorosamente para
desfazer o precipitado bacteriano e deixou-os por 5 minutos a 90 °C no banho-
maria. Apds isto 30 pyL de cada amostra foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 15%. Corou-se o gel com coomassie, descorou-o com solugao
descolorante e observou-se a expressdao dos VHHs nos clones induzidos

abaixo do marcador de 20 kDa.
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