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Resumo

Trypanosoma brucei € o agente etioldgico da tripanossomiase africana ou
doenca do sono, transmitida por dipteros do género Glossina, conhecidos como
moscas tsé-tsé. O diagndstico e tratamento da doenca ndo sdo satisfatérios, uma vez
que para o tratamento esta disponivel um nimero de drogas altamente toxicas e com
um efeito limitado, pois dependem da fase da doenca, das condi¢Bes fisiologicas do
hospedeiro, da suscetibilidade e variabilidade genética da cepa. Além do alto custo, o
tratamento é potencialmente perigoso e esta limitado ao surgimento de resisténcia
generalizada aos farmacos utilizados. O diagnoéstico é limitado a associacdo dos
sintomas com a doenca, muitas vezes é confundido com outras doencas pelo que o
paciente ndo recebe o tratamento adequado. Por isso, tem-se a necessidade de
buscar novos farmacos com melhor atividade tripanocida. Neste trabalho, avaliou-se a
atividade tripanocida de 38 compostos diferentes e inéditos, como
N1,N2-dibenziletano-1,2-diamina (cloridratos de benzil diaminas),
N1-benzil, N2-metilferroceniletano-1,2-diamina (cloridratos de diaminas de ferroceno),
2-metoxi/hidroxi-3-(1-alquenil)-1,4-naftoquinonas e seus derivados 2-amina-1,4-
naftoquinonas contra as cepas 427 e 29-13 de T. brucei. A eficacia dos compostos foi
avaliada pelo método colorimétrico do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliom]. Os resultados encontrados foram similares aos das atividades
metabodlicas das células (parasitas e/ou células HepG2 - linhagem de células de
hepatoma, usada como modelo para simular fungdes hepaticas humanas in vitro),
sendo o ICsp (metade da concentracdo inibitéria maxima) calculado por regresséo
linear para cada composto. Da série anterior, o composto cloridrato de
N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-metoxibenzil)etano-1,2-diamina e 2-metoxi-3-(2-feniletenil)-
1,4-naftoquinona apresentaram a melhor atividade tripanocida e indice de seguranca
e, portanto, foram utilizados para avaliar as alteracfes na producdo dos mRNAs na
reacado de trans-splicing usando como modelo o gene da o-tubulina de T. brucei;
encontrando que ambos o0s compostos interferem na produgdo dos mMRNASs.
Adicionalmente, realizou-se a avaliacdo da atividade antioxidante destes dois
compostos.

Palavras chaves: Trypanosoma brucei, doenca do sono, diaminas de ferroceno,
1,4-naftoquinonas, MTT, trans-splicing, a-tubulina.



ABSTRACT

Trypanosoma brucei is the etiologic agent of sleeping sickness (Human African
Trypanosomiasis [HAT]), transmitted by flies of Glossina genus, known as tsetse flies.
The diagnostic and treatment of this disease are not satisfactory, since the treatment
uses many toxicity drugs with limited effects, because depend on the stage of the
disease, morphological diversity, heterogeneous biological behaviour, different clinical
courses and the virulence appears to be an intrinsic property of each strain and high
genetic variability. Besides the high cost, the treatment is potentially dangerous and
limited the emergence of widespread drug resistance. The diagnosis is limited to the
association of symptoms with the disease, is often confused with other diseases so the
patient does not receive adequate treatment. Thus, the development of new research
IS necessary in order to generate new drugs with trypanocidal activity. In this work, we
evaluated the trypanocidal activity of 38 inedited compounds of N1,N2-dibenzylethane-
1,2-diamine hydrochlorides, N1-benzyl,N2-methyferrocenylethane-1,2-diamine
hydrochlorides, 2-metoxy/hydroxy-3-(1-alquenyl)-1,4-naphtoquinones and amine
derivatives of this compounds (2-amine-1,4-naphtoquinones) against 427 and 29-13
T. brucei parasite strains. The efficacy of these compounds was also measured using
the reduction of MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide].
The results were similar to the metabolic activity of cells (parasites and/or HepG2 -
hepatoma cell line used as a model to simulate human hepatic functions in vitro),
being the IC5y (half of the maximum inhibitory concentration) calculated by linear
regression for each sample. The compounds N-(ferrocenylmetyl)-N’-(4-
metoxybenzyl)ethane-1,2-diamine) hydrochlorides and 2-metoxy-3-(2-phenylethenyl)-
1,4-naphtoquinone were the best trypanocidal activity and safety index. Therefore,
these compounds were use in the study of mRNAs alteration production in the trans-
splicing reaction with T. brucei a-tubulin gene as a model. Where we found both
compounds interfere in the production of mRNAs. Additionally, we made the
evaluation of antioxidant activity of this compound.

Key words: Trypanosoma brucei, sleeping sickness, ferrocenyl diamines,

1,4-naphtoquinones, MTT, trans-splicing, a-tubulina.
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1 INTRODUCAO

Diversas doencas causadas por protozoarios atingem milhdes de pessoas no
mundo, afetando paises que ndo possuem infraestrutura ou recursos para realizar

um combate efetivo contra estas doencas, denominadas de doencas negligenciadas.

Durante muitos anos, varios pesquisadores no mundo tem somado esforcos

para desenvolver diversas maneiras para combater essas doencas, estudando:

i) os parasitas causadores das doencas,
i) os efeitos apresentados nos seres humanos pelo contagio e

iii) a forma de evitar a transmissao por meio de vetores.

A prevencado das doencas parasitarias depende da associacdo de diversos
fatores que envolvem medidas ecolOgicas e sanitarias e o emprego de farmacos

mais eficazes e seguros (FRAYHA et al., 1997).

Para que os tratamentos sejam eficazes, é necessario possuir um
conhecimento detalhado do ciclo de vida, metabolismo e biologia dos parasitas.
Aproveitando o avanco tecnolégico e cientifico, tornou-se possivel a realizacdo de
diversos processos encaminhados ao planejamento de farmacos com o intuito de
atingir alvos especificos e essenciais nos parasitas, procurando minimizar os efeitos
colaterais das substancias no homem. Portanto, neste trabalho, avaliaram-se varias
séries de substancias inéditas, derivados de benzil diaminas, diaminas de ferroceno,
2-metoxi/hidroxi-1,4-naftoquinonas e 2-amino-1,4-naftoquinonas, que apresentaram

atividade tripanocida em cepas de Trypanosoma brucei.

Realizou-se também a avaliacdo da atividade destes derivados na reacdo de
trans-splicing dos parasitas utilizando como modelo o gene da a-tubulina, para
averiguar os possiveis mecanismos de acao destes compostos no processamento
de RNAs nos tripanossomatideos. Adicionalmente, avaliou-se a atividade
antioxidante destes compostos para elucidar seu possivel poder como agente

oxidante.
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1.1 Tripanossomiase Africana ou Doenga do Sono

A tripanossomiase africana ou doenca do sono, descoberta por David Bruce
na Africa em 1894, é causada pelo Trypanosoma brucei gambiense e Trypanosoma
brucei rhodesiense. Em 1902, apds a observacao de tripanossomos no sangue de
um paciente pelo cirurgidgo R. M. Forde, J. E. Dutton identificou e descreveu o
T. gambiense (atualmente T. b. gambiense). Mais tarde, em 1910, o T. rhodesiense
(atualmente T. b. rhodesiense) foi descrito por Stevens e Fantham. Inicialmente,
subespécies relacionadas ao Trypanosoma brucei brucei foram associadas as
doencas em gado, encontrando-se também em animais domeésticos e selvagens,

denominando a doenca como Nagana (COX, 2004).

A Organizacdo Mundial da Saude, OMS, (WHO, da sigla em inglés para World
Health Organization) reporta que T. b. gambiense causa 95% dos casos da doenca
do sono. Em 2009, apos 50 anos de continuos controles, o nimero de casos
apresentados foi de aproximadamente 10.000 (WORLD..., 2012). Esta tendéncia foi
mantida em 2010 com 7.139 novos casos. Atualmente estima-se que o namero de
casos €& de 30.000. Medecins Sans Frontieres (MSF), organizagdo médica
internacional humanitéria, atendeu mais de 1.700 pacientes com doenca do sono em
2007. Cerca de 60 milhdes de pessoas vivem em areas de risco e estima-se que
70.000 estao infetadas (MSF, 2010).

1.1.1 Ciclo bioldgico

A doenca do sono é transmitida por dipteros do género Glossina conhecidos
como moscas tsé-tsé. Apds a picada do hospedeiro pela mosca, 0s tripanossomos
metaciclicos sdo inoculados na corrente sanguinea, onde o0s parasitas se
diferenciam na forma tripomastigota sanguinea, multiplicando-se por fissao binéria e
espalhando-se pela corrente sanguinea podendo atingir o sistema nervoso central
(SNC). Na fase cronica da doenca, os tripomastigotas presentes no SNC
multiplicam-se e passam ao cérebro (PEREIRA; PEREZ, 2003).

Outra mosca pode picar o hospedeiro ingerindo formas tripomastigotas,

contaminando-se. As formas tripomastigotas diferenciam-se em formas prociclicas
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dentro da mosca e logo em epimastigotas que se multiplicam na glandula salivar do
inseto. Em seguida, essas formas diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicas e

o ciclo inicia-se novamente, como apresentado na figura 1.

Figura 1. Ciclo biolégico da transmisséo da doenca do sono.

Fonte: Adaptado de http://en.wikipedia.org/wiki/File:AfrTryp_LifeCycle.gif (07/08/2012).

Os tripanossomos escapam da resposta imune do hospedeiro quando ocorre
a producdo de anticorpos devido as VSG (Variant Surface Glycoprotein -
Glicoproteinas Variantes de Superficie). Cada célula expressa apenas uma VSG por
vez dos mais de 1.000 genes que expressam estas proteinas presentes na
membrana do parasita. No hospedeiro, o sistema imunolégico detecta grande parte
dos parasitas que expressam a glicoproteina dominante destruindo-os, mas nao a

parcela que permutou as proteinas em guestdo. Os sintomas sao temporariamente
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interrompidos, porém, como 0s parasitas que apresentam glicoproteinas distintas em
sua membrana ndo séo afetados pelos anticorpos, acabam por multiplicar-se, dando
origem a uma nova onda parasitémica e sintomatica. Novamente, ocorre a producao
de anticorpos contra a nova glicoproteina dominante que passam a destruir boa
parte dos parasitas, deixando apenas o0s que ja permutaram a glicoproteina
novamente, e assim por diante (HORN; McCULLOCH, 2010).

1.1.2 Diagnostico clinico e laboratorial

O diagnostico da doenca do sono € feito pela observacdo dos sinais clinicos,
localizacdo geografica do paciente e exames laboratoriais. A determinacdo de
T. b. rhodesiense e T. b. gambiense € de fundamental importancia para o
tratamento. O diagnodstico laboratorial compreende os métodos parasitoldgicos:
lamina corada de sangue, em especial para T. b. rhodesiense, jA que 0s pacientes
com esta espécie possuem uma alta parasitemia em comparacdo com 0s pacientes
com T. b. gambiense; lamina corada de puncdo do ganglio, para T. b. gambiense,;
exame do fluido cérebro-espinhal para a fase crénica; testes imunolégicos
(Hemaglutinacéo, IFl e ELISA) e moléculares (PCR) (KENNEDY, 2004).

Com o aumento da resisténcia aos medicamentos, o diagndstico e a
determinacdo do estagio da doenca sao cruciais. A OMS recomenda realizar
controles aos pacientes aos 3, 6, 12, 18 e 24 meses apo0s o tratamento. Na recoleta
do fluido cérebro-espinhal, apd6s a centrifugacdo, realiza-se a contagem de
tripanossomos vs. glébulos brancos, em que pacientes com 5 células/mL ou menos,
apos 6 meses do tratamento, ndo requerem mais testes. Pacientes com 50
células/mL ou mais tripanossomos presentes no fluido cérebro-espinhal sao
considerados com tratamento falido (BRUN; BLUM, 2012).

1.1.3 Sintomatologia e terapéutica

A sintomatologia da doenca do sono pode ser variada, mas existem dois
estagios clinicos que podem ser reconhecidos durante a infeccdo: o estagio
hemolinfatico inicial (estagio 1) e o estagio encefélico tardio (estagio Il). O resumo

dos sintomas esta apresentado na tabela 1.
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Tabela 1. Resumo dos sintomas da doenca do sono e dos farmacos disponiveis para o
tratamento dos diferentes estagios da doenca.

~ SINTOMASDADOENGADOSONO

ESTAGIO | ESTAGIO I
» Tripanossomiase sistémica, sem envolver o » Tripomastigotas presentes em Iébulo
sistema nervoso central (SNC). frontal, ponte do tronco cerebral e
* Invaséo dos nédulos linfaticos medula.
* Febres irregulares * Meningoencefalite
* Sudoracao noturna + Apatia
» Dor da cabeca » Confuséo
* Anorexia » Fadiga
* Inchaco do baco e figado » Perda de coordenacéao

+ Sonoléncia
» Coma profundo
DIAGNOSTICO
+ Dificil deteccao * Detecgdo imediata
* Anos continuos até apari¢cdo da doenca do
sono (T. b. gambiense)
* Curta duracgédo, aproximadamente 1 ano
(T. b. rhodesiense)
MEDICAMENTOS UTILIZADOS PARA O TRATAMENTO

8 suramina
[ ! L .0
Ny S H oo NH
2
. 0H OH - _-"’ A
o "N 0=5=0 0=5=0 % S0 HaN—, ,-",N
A | | A N_.:" - S,
N w ow CT0) AN g
. -"'xﬁ n'*s' e —;\1L .-:_".::' \S’--
O=S-0H O 0 HO-5=0
suramina  “ “ melarsoprol
oy o O CHF,
| H,N , 0
H,M,‘u,.-f\\H o 2 WH, H l'j
2
- NH NH eflornitina OH
pentamidina
0. /N f
o% N-N© B0
— RC
nifurtimox

Fonte: adaptado de Garcia (2001).

O tratamento no estagio | da doenca do sono € realizado com suramina e
pentamidina. Na fase neurolégica o melarsoprol é ativo para T. b. gambiense e
T. b. rhodesiense enquanto que a eflornitina sé tem acdo no T. b. gambiense,

conforme pode ser observado na tabela 2.



23

Tabela 2. Informacgéo geral dos farmacos utilizados para o tratamento da doenga do sono.
*suramina também é utilizada no estégio Il da doenca.

MEDICAMENTO

ESTAGIO |

suramina*

pentamidina

eflornitina

ESTAGIO II*
melarsoprol

T. gambiense

nifurtimox

PARASITAS  T.rhodesiense T. gambiense T. gambiense , T. gambiense
T. rhodesiense
EFETIVIDADE > 90% 94% > 80% 50% < 90%
« Nauseas + Nauseas * Anemia * Nauseas » Confuséo
« \/Omito + Vomito + Diarréia * Vomito * Tremor
 Prurido » Tremores » Encefalopatia < Vertigem
EFEITOS « Edema + Febre * Dermatite * Anorexia
COLATERAIS Hepatite * Hipotensdo esfoliante * Perdade
* Perda de peso
consciéncia
« Intravenoso. sIntramuscular. ¢ Intravenoso €  « I|ntravenoso. * Oral.
Contraindicado Indicado s6 no Oral. Derivado do Pacientes
INFORMACOES para pacientes inicio do N&o disponivel  arsénio, toxico. ~ Sem resposta
ADICIONAIS  com estagio II. no mercado. Deve-se ao
insuficiéncia Uso prolongado. combinar com  melarsoprol.
renal. prednisolona.

Fonte: adaptado de Garcia (2001).

Além do alto custo, estes farmacos sdo altamente to6xicos e escassos; 0

tratamento é potencialmente perigoso e limitado e o0s parasitas apresentam
resisténcia generalizada aos medicamentos (NOK, 2003; MONZOTE; GILLE, 2011;
STICH et al., 2002).

O principal problema com o tratamento da doenca do sono esta no estagio Il,
em que os tripanossomos residem no fluido cérebro-espinhal. Neste estagio, os
farmacos para o tratamento da doenca tém que ter a habilidade de cruzar a barreira
hematoencefalica. S6 o melarsoprol (composto altamente téxico baseado em
arsénio) mostra a habilidade de cruzar a barreira hematoencefalica, além de possuir

acdo sobe as duas espécies, T. b. gambiense e T. b. rhodesiense (NOK, 2003).

Atualmente existem diversos compostos reportados na literatura que

apresentam atividade antiviral, bactericida, anticancerigena, antimalarica,

antifingica, moluscicida e que também, tem demonstrado apresentar atividade
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tripanocida (LEGROS et al., 2002; CAMARA et al., 2008; FRANCISCO; VARGAS,
2010; SHIBATA et al., 2011; LOPEZ et al., 2011). Vérias destas moléculas s&o
derivados de diaminas e naftoquinonas, portanto estes tipos de moléculas podem
ser utilizadas como base para o desenvolvimento e estudo de novos derivados com
atividade tripanocida como é o nosso caso, no qual foram avaliadas umas séries de
compostos do tipo benzil diaminas, diaminas de ferroceno e derivados de

1,4-naftoquinonas.

1.2 Ferroceno

Diversos autores referem que a adicdo de metais de transicdo nas estruturas
de alguns farmacos melhora a atividade biolégica dos compostos (JAOUEN;
VESSIERES, 1993; SCHATZSCHNEIDER; METZLER-NOLTE, 2006).

Este é o caso do ferroceno (VAN STAVEREN; METZLER-NOLTE, 2004), um
composto ndo toxico e estavel (BIOT et al.,, 1997) que pode ser denominado por
di(n°-ciclopentadienil) ferro (I1), composto no qual o metal de transicéo, neste caso o
ferro, esta ligado a dois anéis aromaticos (ciclopentadienil, benzeno ou
cicloheptatrienil). O atomo de ferro esta entre os dois anéis e perpendicularmente ao
plano dos anéis. Todos os elétrons na camada de valéncia do ferroceno estédo
pareados sendo oxidados na forma do cation ferrocénio. O cation ferrocénio pode
formar radicais hidroxila que causam dano no DNA, sendo este o responsavel pelo
efeito citotoxico do sal de ferroceno, embora o mecanismo exato de citotoxicidade
ndo tenha sido estudado em detalhe. O grupo ferrocenil também possui afinidade
para ligar-se a nucleotideos do DNA pelo grupo fosfato (NAVARRO et al., 2004).
Pode-se sugerir que o ferroceno nao afeta diretamente o DNA e que o0 ataque seja
devido a formacéao de espécies reativas de oxigénio, como os radicais livres hidroxila

formados pela reducéo do grupo ferrocenil (NEUSE, 2005).

A utilizacdo do grupo ferrocenil (Fc, derivado do ferroceno) como grupo
farmacoforico vem sendo bastante explorada, ja que exibe interessantes
propriedades de oxi-redugdo, as quais se devem a sua capacidade de sofrer
oxidacdao reversivel, com a geracao de espécies do tipo cation-radical-ion ferrocénio

(agente redutor), como apresentado na figura 2.



25

Figura 2. Processos de oOxido-reducdo envolvendo o ferroceno no meio biologico
(NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo; GSH: glutationa).

Fonte: adaptado de Francisco; Vargas (2010, p. 123).

A reducédo do ion ferrocénio a ferroceno no meio biolégico pode ocorrer por

diversos caminhos:

i) pela acdo controladora do pH do anion radical superéxido, gerado
fotoliticamente, sendo este convertido no sistema a Oy;

1)) pela oxidacdo de metaloproteinas, tais como plastocianina ou
ferrocitocromo ¢ e do NAD a NAD";

iii) por meio da formac&o do radical hidroxila na presenca da glutationa,
GSH (FRANCISCO; VARGAS, 2010).

A adicéo do grupo ferrocenil em farmacos com atividade contra o cancer de
mama melhora a atividade citotoxica desses compostos nas células cancerigenas
(NEUSE, 2005; HILLARD et al., 2006; HEILMANN et al., 2008) pela formacdo de
complexos com a Topoisomerase |l o que leva a morte das células neoplasicas. Isto
acontece porque o grupo ferrocenil (derivado do ferroceno) é oxidado no meio
bioldgico pelo peréxido de hidrogénio na presenca da enzima peroxidase, formando
complexos conhecidos como complexos de transferéncia de carga com proteinas

com grupos doadores, tal como o triptofano (SAI-KRISHNA et al., 2005), mostrando
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também que apresenta atividade antimicrobacteriana - Mycobacterium tuberculosis
(RALAMBOMANANA et al., 2008) e antimalarica - Plasmodium spp. (BIOT et al.,
1997; DOMARLE et al., 1998; DELHAES et al., 2001). Atualmente existem
compostos contendo o grupo ferrocenil que podem ter atividade antimalarica. Um
exemplo € a ferroquina, que inibe o crescimento do Plasmodium falciparum, o qual
foi gerado como resultado da observacédo do que o parasita apresentava resisténcia
a cloroquina. Como o parasita requer de sangue para viver, a estratégia foi combinar
a cloroquina com ferroceno, que contem o ferro necessario para produzir
hemoglobina. Porém, a ferroquina é muito mais eficaz que a cloroquina e nado
permite o desenvolvimento de resisténcia (FRANCISCO; VARGAS, 2010).

Neste trabalho, avaliou-se uma série de compostos inéditos derivados de
benzil diaminas e diaminas de ferroceno que apresentaram atividade tripanocida nas
cepas de T. brucei 427 e 29-13. Encontrando-se resultados interessantes com as
diaminas de ferroceno. Utilizou-se o composto com melhor atividade tripanocida e
indice de seguranca (Sl: safety index) maior que 10 para avaliar sua possivel
interferéncia no mecanismo de trans-splicing no parasita, usando como modelo o

gene a-tubulina de T. brucei.
1.3 1,4-naftoquinonas

Outros compostos amplamente estudados com atividade biolégica sobre
diversos parasitas como Leishmania spp., Trypanosoma spp. e Toxoplasma spp. sédo
as naftoquinonas (TEIXEIRA et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2006; SALMON-CHEMIN
et al., 2001).

Em geral, as quinonas (incluindo as naftoquinonas) sdo substancias de
grande interesse em variados estudos farmacolégicos devido a sua importancia nos
processos bioquimicos vitais, destacando-se como: antiparasitarios (ex.
P. falciparum, Schistosoma sp.) (KAPADIA et al., 2001; SILVA et al., 2003; LIMA et
al.,, 2002), antibacterianos, anticancerigenos (FRANCISCO et al.,, 2010) e
antifangicos (LOPEZ et al., 2011).
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As naftoquinonas estdo presentes em varias familias de plantas e servem
como ligacdo vital na cadeia de transporte de elétrons nas vias metabolicas,
participando em multiplos processos biolégicos oxidativos (PINTO; De CASTRO,
2009). Além disso, as naftoquinonas possuem como caracteristica estrutural dois
grupos carbonila na posi¢cdo 1,4 e com menor frequéncia na posi¢céo 1,2 e 1,3 no
anel de naftaleno. A atividade biologica das estruturas encontra-se associada as
suas propriedades de Oxido-reducdo e acido-base, explicada com base na
capacidade de aceitar 1 ou 2 elétrons para formar seu correspondente anion-radical
ou dianion. Estas propriedades dependem diretamente de sua estrutura quimica e
da natureza eletrdnica dos grupos que substituem o nucleo naftoquinona. Tem sido
descrito que a toxicidade destas moléculas € ocasionada por dois mecanismos
principais: i) geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ou ii) mediante a
formacdo de aductos com macromoléculas como o DNA e as proteinas. Em
condicdes fisiologicas, as naftoquinonas podem experimentar uma redugdo nao
enzimatica. Ao ganhar 1 elétron, mediante a transferéncia eletronica de um radical
apropriado, € gerada a semiquinona, uma espécie de moderada toxicidade,

conforme apresenta a figura 3 (LOPEZ et al., 2011).

Figura 3. Formacdo do correspondente radical-anion ou dianion da quinona pela
capacidade de aceitar 1 ou 2 elétrons, e a suas propriedades acido-base.

o 0 o
* - ‘ - “
[ —_—

0 0 0-
SEMmigQuUinona dianion

Fonte: Lopez et al., (2011, p. 13).

A toxicidade das naftoquinonas e seus derivados também esta relacionada
com a lipofilicidade dos substituintes do anel farmacoforo da 1,4-naftoquinona
guando estes interagem com a membrana celular microbiana ou com &cidos
nucleicos mediante a intercalacao de sua parte 1,4-naftoquinona entre os pares de

bases da dupla hélice do DNA, com a consequente inibicdo na replicacdo e
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transcricdo, ambos processos envolvidos em fungdes determinantes na viabilidade
celular. Outras pesquisas centram-se no mecanismo de agdo da cadeia respiratéria
mitocondrial dos parasitas sensiveis entre o citocromo B e o C1 do complexo Ill.
(LOPEZ et al., 2011).

Vérios derivados das naftoquinonas apresentam atividade antimalarica contra
P. falciparum (KAPADIA et al., 2001). Outros parasitas susceptiveis a naftoquinonas
sdo Leishmania spp., Tripanosoma spp. e Toxoplasma spp. Derivados de 1,4-
naftoquinona com substituicdo 2 e 3 por diferentes aminas apresentam atividade
contra Tripanosoma cruzi. A naftoquinona hidroxilada 2-hidroxi-3-(1-propen-3-fenil)-
1,4-naftoquinona reporta-se com atividade antiparasitaria contra Toxoplasma gondii
(LOPEZ et al., 2011).

Neste trabalho, avaliou-se uma série de compostos inéditos derivados de
2-metoxi/hidroxi-1,4-naftoquinona e 2-amino-1,4-naftoquinona que apresentaram
atividade tripanocida nas cepas de T. brucei 427 e 29-13. O composto da série que
apresentou melhor atividade tripanocida e indice de seguranca (Sl: safety index) foi
utilizado para avaliar sua possivel interferéncia no mecanismo de trans-splicing no

parasita usando o gene a-tubulina de T. brucei como modelo.
1.4 Cis e Trans-splicing

A maioria dos genes eucaridticos sdo expressos na forma de um mRNA
precursor, chamado de pré-mRNA, que € convertido em um mRNA maduro pelo
mecanismo de splicing. Nos eucariotos, cada sequéncia que codifica para uma
proteina é transcrita independentemente, contendo a(s) sequéncia(s) de introns,
regides nao codificadoras que serdo removidas, e éxons, sequéncias codificadoras
que serdo unidas durante o cis-splicing. Em tripanossomatideos os RNAs sao
processados por um mecanismo nao usual denominado trans-splicing. As regides de
dois transcritos separados (em lugar de um unico pré-mRNA) sdo unidas de modo
que todo o mensageiro maduro inicia com a mesma sequéncia (aproximadamente
40 nucleotideos), denominada spliced leader (SL) (NILSEN, 1995; TSCHUDI; ULLU,
1990; PERIS et al., 1997; STURM; CAMPBELL, 1999; STURM et al., 1999), como se

mostra na figura 4.
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Figura 4. Comparacéo entre os mecanismos de cis (A) e trans-splicing (B). As duas reacoes
de transesterificagdo se mostram na figura. Os sitios 5 (GU) e 3" (AG) de splice e a
sequéncia BP estdo indicadas. BP: Branch point; PPT: Polypyrimidine tract; SL: Spliced
leader; SS: Splice site.

Fonte: Michaeli (2011, p. 460).

Cis-splicing ocorre em duas reacdes de transesterificacdo, executadas a partir
de um complexo macromolécular conhecido como spliceosomo; uma maquinaria de
ribonucleoproteinas, compostas de cinco ribonucleoproteinas (U1, U2, U4/U6 e U5
snRNPs, nomeados de acordo com o snRNA associado) e mais cerca de 300
proteinas associadas (MAYER; FLOETER-WINTER, 2005).

Trans-splicing € uma reacao intermolécular de processamento de RNA, onde
duas moléculas distintas de RNA sdo unidas para formar um RNA mensageiro
maduro. Nesta reacdo forma-se uma estrutura Y intermediaria andloga ao lariat
(estrutura em forma de lago) gerado no cis-splicing (MICHAELIS, 2011). Os
principais componentes da reacdo no trans-splicing sdo o pré-mRNA, transcritos de
forma policistrénica, e um pequeno RNA, chamado de SL (spliced leader) RNA, os
guais se encontram em moléculas distintas. A sequéncia que representa a
extremidade 5 do SL RNA associa-se ao 3’ splice site para formar o RNA maduro

(ULLU; TSCHUDI 1995). Esta reacao de splicing intermolécular conserva muitas das



30

reacoes do cis-splicing, inclui o sitio doador-aceitador (GU-AG) e requer da regiao
de polipirimidina como sitio aceitador (MAYER et al., 2012). A primeira evidéncia
deste tipo de processamento foi obtida em 1982, quando se observou que uma
sequéncia idéntica de 39 nucleotideos estava sempre presente na extremidade 5’ de
muitos transcritos de diferentes glicoproteinas de superficie de Trypanosoma brucei
(ULLU; TSCHUDI 1995).

Em trabalhos realizados no Laboratoério de Imunologia e Biologia Molécular de
Parasitas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP - Araraquara,
técnicas de PTP-tag foram utilizadas para o estudo de genes que codificam para
proteinas hipotéticas de T. brucei, sendo possivel imunoprecipitar as proteinas: U5-
15k, U5-102k, Tb11.02.0465, Tb10.6k15.0680 e Tb927.2.3400, envolvidas no
complexo U5 snRNP do trans-splicing (AMBROSIO et al., 2009; SILVA et al., 2011).
Os clones podem servir de ferramenta de estudo sobre atividade de compostos
naturais, semi-naturais e sintéticos nos tripanossomos. Outra abordagem para
visualizar possiveis alvos terapéuticos pode ser avaliando interferéncias no
processamento dos RNAs das diversas proteinas envolvidas na reacdo de trans-
splicing; uma reagdo de RT-PCR semi-quantitativa demonstrou que ao longo da
inducdo com doxaciclina o nivel do transcrito processado de a-tubulina (banda de
aproximadamente 750 pb - a-tub) diminuiu e o da forma ndo processada (banda de

aproximadamente 150 pb - pré-a-tub) foi acumulado (SILVA, 2009).

O processamento de mRNAs pelo mecanismo de trans-splicing € uma via
exclusiva dos tripanossomatideos e constitui um potencial alvo terapéutico. Estudos
da reacdo de trans-splicing em T. cruzi, utilizando sistemas de células permeaveis,
demonstraram que o composto hidroximetilnitrofuranol, um nitrofurano capaz de
inibir a tripanotiona redutase, leva a uma diminuicdo nos niveis de mMRNAs em
T. cruzi, sugerindo possivel interferéncia deste composto no processamento de
mRNAs (AMBROSIO et al.,, 2004, BARBOSA et al., 2007) sem afetar o

processamento de mRNAs das células hospedeiras, que ocorre via cis-splicing.

Com base nestes dados, neste trabalho avaliaram-se as alteragcbes no mRNA
da a-tubulina do parasita apdés seu tratamento com os diferentes compostos

testados que apresentaram atividade tripanocida.
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1.5 Interferéncias na formagdo de RNA da a-Tubulina

Os protozoarios da familia dos tripanossomatideos possuem dois importantes
grupos de microtubulos que constituem o flagelo do parasita e os microtubulos
subpeliculares. Estes Ultimos estdo distribuidos por todo o corpo celular e
encontram-se imediatamente abaixo da membrana plasmatica. Os microtibulos
desenvolvem um papel fundamental na manutencdo e cambios na distribuicdo
espacial que estdo envolvidos nos processos de diferenciacdo celular que ocorrem
ao longo do ciclo de vida dos tripanossomatideos. Os componentes principais dos
microtUbulos s&o os heterodimeros de a e B tubulina. Estas proteinas exibem um
papel importante na conformacdo da estrutura intracelular do parasita e nas
mudancas da distribuicdo espacial envolvidas nos processos de diferenciacdo do
ciclo de vida dos tripanossomatideos (FIOCRUZ, 2012; SOUTO-PADRON et al.,
1993). Tém-se citagdes na literatura nas quais 0s mecanismos de autorregulacéo
dos mRNAs de o e B tubulina em T. cruzi afetam a meia-vida desses transcritos ao
longo do ciclo de vida do parasita (SOUTO-PADRON et al.,, 1993). Portanto,

consideram-se constitutivos os genes a-tubulina do parasita.

Assim, neste trabalho fizemos o0 seguinte questionamento: o processamento
do mRNAs de a -tubulina pode ou ndo ser afetado pelo tratamento das formas
prociclicas de T. brucei com os derivados das diaminas, diaminas de ferroceno e os

derivados de 1,4-naftoquinonas que apresentaram atividade tripanocida?

A resposta encontrou-se avaliando as interferéncias na formacdo dos RNAs
do transcrito da a-tubulina (forma processada) e da pré-a-tubulina (forma néo
processada) por meio da reacdo de RT-PCR geradas pelos compostos com
atividade tripanocida testados neste trabalho, em que o gene a-tubulina foi utilizado
como modelo de andlises para avaliar a interacdo dos compostos na reacdo de

trans-splicing.
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1.6 Atividade Antioxidante

Um importante nimero de espécies de oxigénio altamente reativas, como o
oxigénio 0, e 0O, OH-, NO- e radicais livres alquil-peroxila, sdo produzidos
geralmente no nosso organismo. Estes podem danificar lipidios, proteinas e DNA e
intervir em processos de patogéneses e envelhecimento. De modo geral, os
sistemas de defesa fisioldgica frente ao dano gerado por estes radicais classificam-
se em trés categorias (RIVAS; GARCIA, 2002):

—Antioxidantes que previrem a formacéo de radicais livres.

—Antioxidantes capturadores de radicais livres, que inibem a iniciacdo do processo

oxidativo ou interferem no processo de propagacéao.

—Antioxidantes que atuam revertendo o0 processo de oxidacgao.

Antioxidantes sdo substancias que reagem com radicais livres, impedindo ou
diminuindo o estresse oxidativo e a consequente destruicdo tegumentar. Entre os
antioxidantes mais conhecidos estdo as vitaminas, principalmente C e E, e os
flavondides. Por outro lado, existem varios agentes oxidantes, por exemplo,
alcaloides capazes de formar radicais semiquinonas e quinonas, responsaveis pela
citotoxicidade do alcaléide em varios tipos de células. Além dos alcaldides, muitas
outras moléculas sdo capazes de interferir nos mecanismos de estresse oxidativo
(CANSIAN et al., 2010).

Em nosso trabalho, realizou-se a avaliagdo da atividade antioxidante dos
compostos com melhor atividade tripanocida aqui testados, para visualizar, deste

modo, possiveis mecanismos de acéao.
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2 OBJETIVO

Avaliar a atividade tripanocida dos derivados de benzil diaminas, diaminas de
ferroceno e 1,4-naftoquinonas em formas prociclicas de T. brucei e suas possiveis
interferéncias na reacdo de trans-splicing utilizando o gene da a-tubulina como

modelo.

2.1 Estratégias experimentais

- Avaliar a atividade tripanocida dos derivados de benzil diaminas, diaminas
de ferroceno e 1,4-naftoquinonas em formas prociclicas das cepas 427 e 29-13 de
T. brucei por meio do ensaio citotdxico colorimétrico MTT.

- Avaliar por meio da RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain
Reaction) as alteracdes na producdo do mRNA da a-tubulina (processada) e pré-a-
tubulina (ndo processada) da cepa 427 de T. brucei tratada com os compostos que

apresentaram a melhor atividade tripanocida e indice de seguranca superior a 10.

- Avaliar a atividade antioxidante dos compostos utilizados na reacdo de RT-

PCR que apresentaram atividade tripanocida e indice de seguranca superior a 10.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Cultura dos parasitas

Utilizaram-se formas prociclicas de T. brucei 427 (CROOS; MANNING, 1973)
e 29-13 (WIRTS; CLAYTON, 1995) para a realizacdo dos experimentos por serem
formas nao infectantes e de facil manutencéo em cultura. Na tabela 3, encontram-se

as diferencas entre as duas cepas.

Tabela 3. Caracteristicas das cepas de Trypanosoma brucei utilizadas.

Trypanosoma brucei 427 Trypanosoma brucei 29-13
Cepa virulenta, isolada de uma ovelha Cepa baseada no tipo selvagem T. brucei
em 1960. 427 (genéticamente modificada).

Criada pela clonagem de dois plasmideos
gue contém os promotores:

1) T7 RNA polymerase

2) Repressor da tetraciclina

presentes no locus de o—f tubulina do
DNA da cepa 427.

Nao completa o ciclo biol6gico no inseto -
vetor. Encontra-se s6 na forma prociclica no
intestino meio da mosca, porém nao &
transmitida pela mosca tsé-tsé aos
humanos.

Usada em técnicas de RNAI
(para a interrupcéo da expressao de
genes).

Usada para estudos de bioquimica,
biologia molécular e celular do parasita.

Variacdo antigénica, monomorfica,
genéticamente manipulavel, facil cultivo e
manutencao da cultura, ndo infecciosa
em humanos.

Resistente a higromicina e geneticina.

Fonte: Peacock et al. (2008); Wirtz, Clayton. (1995).

Os parasitas foram cultivados em meio SDM-79 suplementado com 10% de
soro fetal bovino (BRUN; SCHONENBERGER, 1979) a 28 °C com repiques diarios
para a manutencdo da cultura. Quando as formas prociclicas entram na fase Log

sao congeladas a -80 °C com glicerol 10%.

Para a realizac&o do ensaio citotoxico do MTT, as culturas foram mantidas até

a obtencao da fase exponencial de crescimento (1x10° parasitas/mL).
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3.1.2 Derivados de diaminas de ferroceno e 1,4-naftoquinonas

Os derivados de benzil diaminas, diaminas de ferroceno e derivados de
1,4-naftoquinonas, moléculas inéditas sintetizadas no Laboratério de Sintese
Organometdlica do Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade Federal
Fluminense (UFF), cedidas pela Profa. Dra. Maria Domingues Vargas e sintetizadas
pelo Prof. Dr. Acécio Ivo Francisco, foram diluidas em DMSO (dimetilsulfoxido) e
utilizadas nas formas prociclicas de T. brucei (427 e 29-13) para ensaios de

citotoxicidade, obtendo-se os ICs (indice de Citotoxicidade) dos compostos.

Na ilustracéo a seguir (figura 5) apresenta-se de forma esquematica a sintese
utilizada para a obtengao dos diversos derivados das benzil diaminas e diaminas de

ferroceno testadas nas cepas de T. brucei.

Figura 5. Sinteses de derivados de benzil diaminas e diaminas de ferroceno com possivel
atividade tripanocida.

H2N\/\N H, 2Cr
H/@ 1. MeOH, Ar va}rl\/\,:]/\
2

Fe + R-CHO 2 NaBH,, H,0O H
1 = 3. HCI 6 mol/L Fe
211
R= CgHs 2 Py(3CI") 7
4-OMeCgH, 3 2,4-CICgH3
2-OMeC6H4 4 ) 2-BI'CGH4
2-OHCgH,4 5 4-NO,CgHy 10
Fc 6 4(R)-7-chloroquinoline 11
R= CGH5 2a
H 2CI 4'OM906H4 3a
H,N 2
2 \/\NHQ + R-CHO 1. MeOH, Ar Rv'}rlv\ﬁ/\R 2-OHC6H5 5a
2. NaBH4, Hzo H2 py 7a
3. HCI 6 mollL 24-CICH,  8a

4'N0206H4 1oa

Fonte: Francisco, A. I. et al. Resultados ndo publicados.

As naftoquinonas sintetizadas foram obtidas por meio da reacdo de Heck da
bromometoxilausona. A reagdo de Heck ocupa um lugar especial entre os tipos de
reagOes catalisadas por paladio (HECK, 1968). Essa reacdo envolve iodetos e
brometos de arila e € promovida por Pd(Il) ou Pd(0), usualmente em temperaturas
elevadas (GORDON, 2001). A continuacado na figura 6 ilustra-se a sintese realizada
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para a obtencdo dos diversos derivados das 1,4-naftoquinonas e 2-amino-1,4-
naftoquinonas testados nas cepas de T. brucei.

Figura 6. Sinteses de derivados de 1,4-naftoquinonas com possivel atividade tripanocida.

Fonte: Adaptado de Muller et al. (2006); Francisco, A. I. et al. Resultados néo publicados.

3.2 Método Colorimétrico de MTT

O método de MTT estéd baseado na habilidade das células vivas para reduzir
o sal tetrazolium MTT, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio, em
um produto colorido chamado formazan; este é produzido pela atividade da enzima
succinato desidrogenase da mitocondria. Esta metodologia foi baseada naquela
descrita por Mosmann (1983) com modificagdo de Cotinguiba e colaboradores

(2009), como apresentado na figura 7.
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Figura 7. Teste colorimétrico (MTT). A. Microscoépio para contagem do nimero de parasitas
em camara de Neubauer; B. Homogeneizacdo das substancias em DMSO; C. Diluicdo das
substancias; D. Montagem da placa (parasitas + substancia); E. Incubacdo da placa de 96
pocos por 24 horas em BOD; F. Aplicagdo do MTT/PMS; G. Visualizagéo final da placa apos
a adicdo de SDS-HCI; H. Leitura da absorbancia no espectrofotbmetro (Leitor de placa de
ELISA); I. Calculo do ICs, com software Origin 7.0.

A B C

Fonte: Adaptado de PASSERINI (p. 53, 2008).

Apos diluicbes em DMSO, 3uL de cada substancia (concentragées finais de
100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1lug/mL, respectivamente) foram adicionados a 97uL de
meio SDM-79 contendo as formas prociclicas de T. brucei. A placa foi incubada em
camara umida a 28 °C (BOD) por 24 horas. A seguir, adicionou-se 10uL de solucéo
MTT/PMS (MTT 2,5 mg/mL e PMS 0,22 mg/mL, PMS, Phenazine methosulfate) em
todos 0s pocos e a placa novamente foi incubada, ao abrigo da luz por 75 minutos a
28 °C. Neste momento, ocorre a reducao do sal tetrazolium MTT no produto colorido
formazan. O PMS foi utilizado como um carregador intermediario de elétron para o
realce do rendimento do formazan e a reducgéo do periodo de incubacgéo (DUTTA et
al., 2005).
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Adicionou-se 100 pL da solugdo SDS-HCI (Dodecil sulfato de sédio ao 10%
em HCI 0,01N) para dissolver os cristais de formazan, incubou-se a temperatura
ambiente por 30 minutos ao abrigo da luz. A leitura da densidade otica (DO) foi
realizada em espectrofotbmetro (Leitor de ELISA — BioRad) a 595 nm e os
resultados foram obtidos em absorbancia. A porcentagem de citotoxicidade (%C) foi
calculada segundo a equacéao abaixo (MUELAS-SERRANO et al., 2000).

% C =[(Gc — Gp)/Gc] x 100
Gc = Ac - Am

Gp = Ap—-Apm

sendo que, Gc representa 0 numero de parasitas/mL nos poc¢os controles e Gp 0
namero de parasitas/mL detectados em diferentes concentracdes da substancia. Ac
corresponde ao valor de absorbancia nos pocos controle (na auséncia da
substancia) com parasitas; Am representa ao valor da absorbancia nos pocgos
controle (na auséncia da substancia) sem parasitas; Ap, o valor da absorbancia nos
testes e Apm o valor da absorbéancia das diferentes concentragdes da substancia na

auséncia dos parasitas.

Foram realizados dois controles; um na auséncia dos parasitas para cada
poco teste na presenca da substancia e outro na auséncia desta, mas contendo os
parasitas. Os valores de ICs, foram determinados a partir dos dados de absorbéancia
obtidos a 595 nm apds 24 h de reacdo, sendo o ICsg calculado por regresséo linear,
utilizando o programa Origin 7.0, para cada composto (WASS, 2002). Todos o0s
testes foram feitos em triplicata e como controle positivo foi incluida a pentamidina,

usada no tratamento da tripanossomiase africana (BRAY et al., 2003).

O ensaio de citotoxicidade utilizando o método colorimétrico do MTT também
foi realizado em células HepG2. Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracéo
com a equipe da Profa. Dra. Vera Lucia Isaac do Departamento de Farmacos e
Medicamentos da FCF-UNESP, Campus de Araraquara. As células HepG2 sdo um
tipo de linhagem celular de hepatoma humano usado como modelo para simular as
fungbes hepéticas do organismo humano in vitro. Um dos aspectos mais
interessantes desta linhagem celular € que mantém as capacidades biossintéticas

normais das células do parénquima hepético, mostrando atividade na fase | e fase |l
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das enzimas, incluindo a enzima citocromo P450. Assim, esta linhagem celular exibe
funcdes metabolicas similares ao figado humano (SASSA et al., 1987; NATARAJAN,;
DARROUDI, 1991; CHIARI et al., 2012).

HepG2 foi cultivada em meio MEM (Minimum Essential Media) suplementado
com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos (penicilina 100 U/mL; estreptomicina 0,1
mg/mL). A cultura foi mantida a 37 = 2 °C em atmosfera de CO, a 5%. Entre 80% a
90% das células foram utilizadas para o desenvolvimento do ensaio do MTT. Os
compostos foram testados em diferentes concentragfes, solubilizados em meio
MEM depois de prévia solubilizagdo em DMSO. Em cada experimento foi testado um
controle negativo (MEM com a respectiva concentracdo de DMSO em cada
tratamento) e um controle positivo (DMSO em MEM a 10%). Todos os testes foram
feitos em triplicata. Para evitar a interacdo dos compostos testados com o MTT, as
células foram lavadas com PBS (Phosphate Buffer Saline) apos a adicdo da solucéo

de MTT nas células, como sugerido por Brugginsser e colaboradores (2002).
3.3 Calculo do Safety Index (SI)

Baseado nos resultados de ICsy das células HepG2 (1) e dos parasitas (2),
com a relacéo ICsg (1)/ 1Cso (2) foi calculado o indice de seguranca conhecido como
Safety Index (Sl) para cada uma das substancias (LARGERON et al., 1999). indices
com valores superiores a 10 sugerem que o uso da substancia pode ser considerado
seguro (PASSERINI, 2008).

3.4 Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada seguindo o método de extracdo de RNA-
Trizol® de acordo com as especificagdes do fabricante. Culturas de cepas 427 de
T. brucei com concentracdo de 5 a 10 x 10° parasitas foram tratadas com o0s
compostos: 3, (Cloridrato de N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-metoxibenzil)etano-1,2-
diamina), de diaminas de ferroceno, e 1, (2-metoxi-3-(2-feniletenil)-1,4-naftoquinona),

derivado de 1,4-naftoquinona, e a pentamidina como controle.

Utilizaram-se como doses para o tratamento dos parasitas os valores de ICsg

obtidos para estes compostos na avaliacdo da atividade tripanocida, nas seguintes
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concentracdes: 0,36 uM para o derivado de diamina de ferroceno; 4,72 uM para o
derivado de 1,4-naftoquinona e de 6,43 uM para a pentamidina. Realizou-se
seguimento da cultura ndo tratada e tratada com pentamidina por 24 h para a
determinacao da hora na qual os parasitas foram susceptiveis ao tratamento com as
substancias, encontrando-se que no intervalo de 18 a 20 h de tratamento os
parasitas diminuiam seu crescimento e comecavam a morrer, como se ilustra na

figura 8.

Figura 8. Curva de crescimento de T. brucei 427. Azul: cultura de parasitas tratadas com a
pentamidina, farmaco utilizado no tratamento da doenca do sono. Vermelho: cultura de
parasitas nao tratadas.

Curva de Crescimento do Trypanosoma brucei

12 11.10
[ ]

10 ¢ Pentamidina

B Controle

x 106
[e)]

Logaritmica
(Pentamidina)

Logaritmica
(Controle)

Horas

Fonte: arquivo pessoal.

Apéds 20 h de tratamento com os diferentes compostos e a partir da mesma
cultura inicial, o cultivo de parasitas tratadas e néo tratadas, foi centrifugado e o
pellet foi lavado com PBS 1X, depois se agregou 1 mL de Trizol e ap6s 5 min, a
temperatura ambiente, apresentou-se a dissociagdo completa das proteinas.
Adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio, agitou-se e deixou em repousou por 3 min
Depois, centrifugou-se a 12,000 RPM por 15 min aparecendo duas fases, uma fase
incolor que corresponde a fase aquosa, onde se encontrava 0 RNA e uma fase
vermelha, que corresponde a fase fenol-cloroformio, contendo o DNA. Adicionou-se
0,05 mL de isopropanol a fase aquosa para a precipitacdo do RNA total, apos
centrifugagéo o pellet foi resuspendido em etanol 100% e armazenado a -80 °C até
sua utilizacdo. Para a reacdo de RT-PCR o RNA total foi dissolvido em agua livre de
RNases (DEPC.: dietilpirocarbonato) e incubado por 10 min a 57 °C.
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3.5 Reacdo de RT-PCR utilizando o kit 3° RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends

O protocolo utilizado foi o mesmo descrito em Ambrésio et al. (2009), Silva
(2009) e Silva et al. (2011). A reacdo de RT-PCR foi feita com 5 pg de RNA total
extraido a partir de parasitas tratados e ndo tratados com os compostos apés 20 h
de tratamento. O kit 3 RACE de Invitrogen foi utilizado de acordo com as
especificacdes do fabricante para sintese do cDNA, em duas condi¢des de trabalho,

padrao e modificada.

Na condicdo padrdo foi empregado o iniciador Adapter Primer (AP) presente
no kit. Para a condigdo modificada, foi utilizado o Random Hexamer Primer (RH)
(Fermentas) com o intuito de amplificar RNAs ainda n&o processados, em
substituicdo ao Adapter primer. Foram realizadas varias reacfes com o intuito da
padronizacdo da técnica. As sequéncias de todos os iniciadores utilizados nos

experimentos se encontram na tabela 4.

Tabela 4. Iniciadores utilizados na reacdo de RT-PCR.

Adapter Primer 5 - GGC CACGCG TCG ACT ACTAGTACTTTTTTT
TITTTTTTITT-3
Random Hexamer Primer 5 —NNN NNN -3’
TS1(F) 5 — GTA CTA TAT TGA TGC GTG AGG C -3’
TS2 (R) 5 - GAG AGTTGC TCG TGG TAGGC -3’
TS3 (F) 5 — GTA AGT GGT GGT GGC GTAAG -3’
TS4 (R) 5 —-CAA TGT GGA TGC AGATAG CC-3%
7SL_S (F) 5-TTGCTCTGTAACCTTC-3
7SL_AS (R) 5 —TCT ACAGTG GCGACCTCAAC-3

A composicéo final da reagao de RT-PCR foi de 20 mM de Tris HCI (pH 8,4 a
22 °C); 50 mM de KCI; 2,5 mM de MgCl,; 10 mM de DTT (DL-dithiothreitol); 500 nM
de AP ou RH; 500 uM de dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 5 ug de RNA total.

Para a obtencdo do cDNA utilizou-se 200 units/uL de SuperScript [I RT

(Reverse Transcriptase), provenientes com o Kit.

Para a reacao de trans-splicing foram empregados os iniciadores TS1 e TS2

para formas processadas de a-tubulina, utilizando cDNA obtido com AP; TS3 e TS4
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e 7SL_S e 7SL_AS para formas nao processadas de a-tubulina utilizando cDNA
obtido com RH (figura 9). Como controle da reacgéo foi amplificado o transcrito de
7 SL RNA, utilizando os iniciadores 7SL_S e 7SL_AS, de acordo com Ambrésio et al.

(2009), com as condic¢des a seguir:

Temperatura (°C) Tempo Ciclos
94 2 min e 30 seg 1X
94 45 seg

53 (TS1/TS2; TS3/TS4

4E1 (7SL-SI7SL_AS) ) 45 seg 21X
72 1 min
72 5 min 1X
4 Tempo indeterminado 1X

A composicéao final da reacdo de PCR foi de 20 mM de Tris HCI (pH 8,4); 50
mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,; 2 uM de TS1, TS2, TS3, TS4, 7SL_s ou 7SL_AS; 200
UM de dATP, dCTP, dGTP, dTTP e 0,04 - 0,1 unit/uL de Tagq-DNA polymerase

(Invitrogen).

Para a reacdo de RT-PCR foi utilizado o termociclador PTC-100™
Programmable Thermol Controller, de MJ Research, Inc. e para a reagao de

trans-splicing utilizou-se o termociclador Veriti 96 well — AB (Applied Biosystems).

Figura 9. Representacdo esquemética das regides de anelamento dos iniciadores
empregados na analise funcional da reacdo de trans-splicing. Para avaliagdo do
processamento da o-tubulina, TS2 se liga em outra regido do éxon de oa-tubulina, enquanto
TS1 anela-se tanto no SL éxon quanto no éxon de a-tubulina (a-tub). TS3 e TS4 anelam-se
na regido intergénica e no exén ainda nao processados do transcrito de a-tubulina (pré-a-
tub). E e | sdo as siglas para éxon e regido intergénica, respectivamente.

Fonte: Silva (2009, p. 52).
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A seguir, apresentam-se as sequéncias amplificadas na reacdo de RT-PCR
para a forma ndo processada da alfa tubulina (pré-a-tub), forma processada da alfa
tubulina (a-tub) e spliced leader (7SL) para o estudo da reacdo de trans-splicing.
Observam-se os locais de anelamento dos iniciadores utilizados na reacdo de
RT-PCR como se encontram na tabela 4. Trabalhou-se com as sequéncias como
descrito em Ambrésio et al. (2009), Silva (2009) e Silva et al. (2011). Sequéncia
complementar de Alpha Tubulin — Th927.1.2400. Trypanosoma brucei brucei strain
927/4 GUTatl10.1 chromosome 1, complete sequence. gi|115510984: Trypanosoma
brucei brucei strain 927/4 GUTat10.1 chromosome 1, complete sequence. From:
583368 - to: 584723 (Alpha tubulin); from: 583000 - to: 585000 (Alpha tubulin with
intergenic regions) do Genbank.

Figura 10. Sequéncia da alfa tubulina ndo processada (pré-a-tub, 218 bp). NUmero de
acesso: NC_008409. PPT: track de polipirimidina, SS: sitio de splicing.

CCTTACGTGAC TATGTATGAACCGTCACGTGTAAGATGAGC TAGTGAGATCAACAGTACAACTCATCAR
ACGFCTTCTTCTCGTHAAATGTACACAATCTTGATCCTCCACCTTTATGGGTCCCATTGTTTGCCTCTT

FPT T33
atCCGATAGACGTAGGTGTAAC—S;
CGCTGTGTGGAGTGCGCCTACACGCACTTCTCACTTCETAAGTGGTGGTGGCGTAAGTATTGCCTAATG

TGACTCTATGTTC TCC TC TCC T A CC e TCGC GG TG e TGATTTC TGACAGATC TTCAAACACTAGTTT)
ARG e TATTCATCCGTTTATATTAGCRAACAGTAGGTAC TAGCACCAC TALCALCARCARCAD A

e TH4
ACTTCTATTTATTTATC AT GTGAGEC TATC TECATCCAC AT T T C AGGC THGT TGO CAGGETTGGTA
CGCCTGC TG A AT TG TTC TGO C TG AAC A GGCATTC AL CCGATGGTGCGATGCCC T TCACARGAC

ATTGGCGTTGAGGAT GAT G GTTC AL ACC TTC TTC TC TG AGAC TG TG TGO ALGT A GTTCCCCGE
CEGTETTCTTGGACC TGGAGCCALC AG TG TEGATGALGTGCGC ACTGGCACGTACCGOCAGCTGTTCC
oo CGAGC A TGATC TCC GG C A LG GAGEATGC GO C AT A ACTACGC TCG TGO CACTACACCATTGH
ARGGAGATCG T GACC TC TGO TG AT G ATCCGCAAGC TOGE TGAC ARC TGCAC TG TCTTC AGGGC
TCCTCGTG TATC ACGCCGTCGGU GG T AC TG TTC TGOS TG T GC TG U T T TG AGCGCCTCT)
CETEGAC TATGECAAGAAGTCCALGC TCGGCTACAC GG TG TATCCATC ACCGCAGETGTCGACGECTGT)
GTEGAGCCC TAC AR T TG TGC T T GACACAC TCAC TTC TG GAGCACACCGATGTTGC TGO GATECTTY
ACAATGALGCGATTTATGATTTGAC TCGC O GCAACCTOGATATTGAGC GCCCCACGTACACCAACCTGA)
CCGCCTCATC GG TCAGG TG TTTCC TG TGAC AGCGTCCC TG TTCGAC GG T AT TGAAC GTGA)
CTGACAGAGTTCCAGACAR AT TG T oG TACCCAC G TATCCAC TTCG TG TGACALGC TATGCACCA)
TCATCTCC G AGAGAAGGCC TACC AT GAGC ARC TCTC TG TC TC TGAGATC TCGALAC GO TG TETTTGAGC
G CTCC AT GATGACARAGT GG A oG oA GG ARG TACATGGCGTGC TGO CTCATGTACCGTGH
A GT TG T C ARG AT G T AL T T C TG GA T C AT AAGAC GAAGC U AT GATTCAGTTCGT S
ACTGGTCTCCCAC A TTCAAG T GG TATCAAC TACCAGCCACCCACGGTGGETGCCAGETGETGACT
TECCALGG TGO AGCGC GGG TATGCATGATCGCCAAC TCC MG CATCGCAGAGETGTTCGCCCGTAT)
GRCCAC AL TTCGATC TCATGTAC AGC ARG CGCGCCTTCG TG CAC TG TACGTCGETGAGEGTATGGAL)
AGGGTGAGT T T GAG G oG TG AL G A C TT G AGC A T T A AR GG AC TACGAAGAGGTTGGTGCCH
GTCCGCG A TATGEAC GG TGAGGAGGA TG T GEAGGAGTAC TAGARAGTGTGACALCGTCGCACCATGT S
AGGTTTT AT T TAC G T TC TTTC T T T T T T T G T GAATT TG TTTTC TG TC TCAAATGTTTTTAATTCGCTT)

GEACCTATGTTTTTC T TG TTTTTT TG e TCACCC TTTG TG TAGGAGGCACCCTGTCACGTC TG TGGTTGC
TGTATGCCTTCCTTCCCCTTATTC e TTC TTCC TG TC G TG TCACACC TCTTTC TC TCTC TCCCTTTCC G
CTTTTCTTTCAATC TTGTTTTC TCGACCAGCCCTACTTAGL

B regido intergénica MMAlfa Tubulina (Exon) [ Primer TS3 (Forward)
B Primer TS4 (Reverse)

Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 11. Sequéncia alfa tubulina processada (a-tub, 871 bp). NUmero de acesso:
NC_008409.

Spliced Leader [Exon) Tsq Alfa Tubulina (Exon)

AACTAACGCTATTATTGATACAGTTTCTEI%CTATATTEATGCGTEEGGCTATCTGCATCCACATTGGTC
AGGCTEETTGCCAGGT TG TAAC GO T TEGGAAT TG TTC TG C TOGAAC ACGGCATTCALCCCGATGD
TECGAT G e T T AC AL G A G AT TG G TTGAGGATGATG G TTC AL ACC TTC TTC TCTGAGACTGGT
GCTEGCAAGCACGTTCCCCGC GGG TG TTCTTGGACC TG A C AL A TEETGGATGAAGTHCGCACTS
GCACGTACCGCCAGC TG TTCCACCCCGAGCAGC TEATC TCC GG ALGGAGGATGCGECCALC AR TACGC
TCGTEECCACTACACCAT TG TAAGGAGATCGTCGACCTC TGO CTGGACC GO ATCCGCAAGC TCGCTGAC
ARCTGCACTGGTCTTCAGG G TTCC TCGTGTATC ACGCCGTOGGC GG TG AC TG T TC TGGCCTEEGT S
CECTECTCTTGGAGCGCCTC TCCGTGEACTATGGC ARGA LG TCCALGE TCGGCTACAC GG TG TATCCATC
ACCGCAGGTGTCGACGGC TG TC TG AGCCCTACAAC TC TG TG TCTCGACACAC TCACTTCTGGAGC AC
ACCGATGTTGC T GAT e TTGAC AL TGAR G GATTTATGAT TTGAC TC G CGCAACC TCGATATTGAGT
G A G T A A AR C TG AAC C GO TCATC GG TCAGG TG TTTCC TOGC TGAC AGCGTCCCTCCGCTT
AT ATTGAACG TG AT C TGAC AGAGTTCCAGAC LA ACCTTG TGO GTACCCACGTATCCACTTC
T3Z
3 EGGATGETGTCCGTTGAGAG -5 7

GTGCTGAC AL TATGC A CAGTCATC TCC G AGAGAAG GO TACC A GAGC AL TC TC TG TCTC TGAGA
TCTC ARG TG TG TTTGAGC CCGC T C AT GATGAC AL MG TGO GACC oo GUCACGEC A LG TAC ATGHC
GTGC T TCATGTACCG T TGAC G T TG TGCC A MGG AT TGAATGC TG CGTCGCGACCATCARGAC
ABRGCGCACGATTCAGTTCGTEGAC TG TC TCCCAC AGGC TTC ARG TGO GG TATCAAC TACCAGCCACCCA
CEGTEETECCAGE TG TGACC TTGCCAAGGTGCAGCGCGCG S TATGCATGATCGCCARC TCCACGZCCAT
CECAGAGGTGTTC e CC G TATTGAC CAC AR A TTCGATC TCATG TAC AGC ARGCGUGCCTTCG TG AC TGS
TACGTCGETGAGGETAT G AAGAGG G TG AGT T T CGAG T G TG AL ACC TTGC AGC AC T TCAGALG
ACTACGAAGAGGTTGGTHCCGAGTCCGCGGATATGGAC GG TEAGGLAGGATGTGGAGGAGTACTAG

B Spliced leader (Exon) M Alfa Tubulina (Exon) [ Primers TS1 (Forward)

O Primer TS2 (Reverse)
Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 12. Sequéncia de nucleotideos do gene 7SL RNA (123 bp) de Trypanosoma (105-

536 7SL) e da fita ndo codificadora do fragmento Alul DNA de kTB273 utilizada por
Michaelis e colaboradores (1992) para a clonagem do gene 7SL.

TAGAAGGHC GG T TG TARG GG TG T AL AT A TATTTATTTATTTTTTTTTCGTTTATGTTGALATALGAR

73L 3
TATCACTTGGCTTTGTCALACGATC GACATAGCCGGAGCGE T TG TCTGTALCCTTC GGGGGOTGATCCCGOTT

3 —CARCT
LGCGGGGACGTCTTGGAC LAGCGGGGETTC TG TTGCGTTGAC TTGG TG TTC THC TTGGTTGCGTGTC GG TG TTHA

75L_A3

CCAGCGGTGACATCT-5
GGTCGCCACTGTAGAPAGGCGTTCTCGCGCCGTTAAAGTGGGGGGAACGGGTCAGGCCGGTGACGGAGCAGCCCA

CCTTGCGC A G TTCC G TTCGAGAAGCACACCGAGGAGC AT TCAGGACTTTGCGCCCCARGTGTCGTCGCGAGS
CEGTTTGTTTTCC G TG AARACGGATCAARGTGGGTTTC TTT TG C CGATTATGGC TTTTTGTC ACAGGATCACGA
TTCAAGC A TCA TG AGGAAC TG TGGGGGALAAC A TGO TTAC AACATCCGCCTCCGCCCATTTTGCTGCACC
T TG A TGAT TGO CGAGTTAC ATCACGCAC TC TCCGE TG TGAGGGGAAATTTCAACGCTCCACC
AGAATAAL LG TAGATGCGGAAGAAAGTATTCCCCGGCATCTTCATAL

] Primers 7SL_S (Forward) Eprrimer 7SL_AS (Reverse) B Gene 7 SL RNA

Il Fragmento Alul DNA de kTB273 Trypanosoma

Fonte: adaptado de Michaelis et al. (1992, p. 57).
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3.5.1 Visualizacdo dos produtos da reacao de PCR em Gel de agarose 1,5%

A eletroforese dos produtos obtidos na reacdo descrita em 3.4 foi realizada
em gel de agarose 1,5% em TAE 1X (tris-acetato 40 mM pH 8,5; EDTA 2 mM).
Tampao de 6X DNA Loading Dye — Blue (Thermoscientific) foi adicionado as
amostras e a solucédo resultante foi aplicada em gel contendo 0,5 g/mL de brometo
de etideo (BrEt) (Gibco). O gel foi submetido a voltagem de 5 V/cm em tampéo TAE
1X. Utilizou-se o peso molécular GeneRuler 1 Kb Plus DNA Ladder (Fermentas).

Para a visualizagcdo do gel foi utilizado o equipamento Multimage | Alpha

Innotech com ajuda do programa Alpha Innotech versao 3.0.

3.6 Avaliagdo da Atividade antioxidante de derivados de diaminas de

ferroceno e 1,4-naftoquinonas

A avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos, cloridrato de
N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-metoxibenzil)etano-1,2-diamina (composto 3) e 2-metoxi-3-
(2-feniletenil)-1,4-naftoquinona (composto 1) foi realizada com o uso do radical
1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), segundo metodologia descrita por Mensor et al.,
(2001) e Falcao et al., (2006), com modificacdes. Estes compostos foram utilizados
por apresentarem alta atividade tripanocida e indice de seguranca maior a 10.
O intuito foi verificar se poderia ser que estes compostos tivessem outros tipos de

atividade complementar & apresentada sobe o trans-splicing.

A partir de uma concentracdo fixa de 1 mg/mL para o composto 3 e de
5 mg/mL para o composto 1, preparou-se solucdes em diferentes concentracfes (de
0 a 200 pg/mL para o composto 3 e de 0 a 800 pg/mL para o composto 1), as quais
adicionaram-se 200 pL de solucdo DPPH (0,004%). As solugdes foram mantidas ao
abrigo da luz e apdés 30 min foi determinada a absorbancia a 515 nm. Observou-se
mudanca de coloracéo de violaceo intenso ao amarelo. O metanol foi utilizado como
controle. O ensaio também foi realizado para a vitamina C, como padrao
antioxidante, em diferentes concentragcbes. Os ensaios do DPPH para cada

concentracéo foram realizados em triplicata.
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A média das absorbéncias destas amostras foi usada como a absorbéancia
maxima, servindo para o calculo da porcentagem de inibicdo do radical DPPH (% de
inibicdo) (MOLYNEUX, 2004).

em que Anax € a absorbancia do DPPH em 515 nm na auséncia de amostra

(controle) e Acwste € @ absorbancia do DPPH em 515 nm na presenca de amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de procurar novos farmacos no controle da doenca do sono,
trabalhou-se com 38 diferentes compostos de carater inédito derivados de benazil
diaminas e diaminas de ferroceno do tipo N1,N2-dibenziletano-1,2-diamina
(cloridratos de benzil diaminas) e N1-benzil,N2-metilferroceniletano-1,2-diamina
(cloridratos de diaminas de ferroceno), respectivamente, e derivados de 1,4-
naftoquinonas do tipo 2-metoxi/hidroxi-3-(1-alquenil)-1,4-naftoquinonas e as aminas
destes derivados. Os compostos sintetizados no Laboratério de Sintese
Organometdlica do Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade Federal
Fluminense (UFF) foram avaliados pelo método colorimétrico (MTT) e padronizado

frente a formas prociclicas das cepas 427 e 29-13 de T. brucei.

Devido as dificuldades experimentais do uso de formas infectantes de
T. brucei, triagens iniciais de bibliotecas de compostos naturais ou sintéticos podem
ser realizadas com as formas prociclicas, formas ndo infectantes, por serem de facil
cultivo, manuseio e manutencao para 0s ensaios; assim, apenas as substancias que
apresentarem alguma atividade tripanocida poderao ser consideradas para préximas
etapas de estudo (PEACOCK et al., 2008; WIRTZ; CLAYTON, 1995).

41 1Csy DOS DERIVADOS DE BENZIL DIAMINAS E DIAMINAS DE
FERROCENO

A atividade tripanocida de cada composto testado pode ser analisada a partir
do seu resultado de ICsp (concentracdo do composto que mata 50% dos parasitas),

comparativamente com o resultado da pentamidina, conforme a tabela 5.
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Tabela 5. Atividade tripanocida e indice de seguranga de benzil diaminas e diaminas de
ferroceno. ®ICs, (UM), °Sl: Safety Index, os valores de SI>10 (PASSERINI, 2008) observam-

se em negrito.

a  1Cs? sP ICse®  SI°
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De acordo com os valores de ICsp, todos 0s compostos foram menos toxicos

nas células HepG2 quando comparadas com os valores obtidos para os parasitas.

De maneira geral, a série de diaminas de ferroceno mostrou um

indice de

citotoxicidade menor do que a pentamidina, farmaco utilizado no tratamento da

doenca do sono.
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A cepa 427 (selvagem) mostrou-se mais sensivel as diaminas de ferroceno do
que a cepa 29-13 (genéticamente modificada), enquanto os compostos derivados
das benzil diaminas ndo mostraram diferencas significativas. Isto pode ser devido a
diferenca genética estabelecida entre as cepas, ja que a cepa 29-13 contém dois
plasmideos no seu DNA que contém os promotores T7 RNA polymerase e o
repressor da tetraciclina, conferindo-o maior resisténcia quando comparada com a
cepa 427 do tipo selvagem (PEACOCK et al., 2008; WIRTZ; CLAYTON, 1995).

Comparando as diaminas de ferroceno (compostos 2 a 11) com os derivados
de benzil diaminas (compostos 2a a 10a) pode-se observar que a substituicdo de um
grupo benzil por um grupo ferrocenil provocou um aumento na atividade tripanocida
das moléculas. Considerando que as diaminas ligam-se ao DNA nos lugares ricos
em adenina e timina (AT), interrompendo a traducao e transcricdo (LEGROS, 2002),
e que o grupo ferrocenil tem propriedades de oxido-reducdo (FRANCISCO;
VARGAS, 2010), pode-se concluir que esta ultima propriedade é a que poderia
aumentar a atividade citotoxica dos derivados de diaminas de ferroceno em

comparacao com as benzil diaminas.

A combinacdo entre estrutura metdlica e compostos organicos € uma
estratégia interessante para criar novos principios ativos contra a doenca do sono.
Isso porque o metal pode ser um veiculo para a ativacdo do fragmento organico
(ligante) como agente citotoxico ou o proprio composto metalorganico pode reverter
a resisténcia celular, jA que os mecanismos de resisténcia que reconhecem um
composto organico podem nao reconhecé-lo quando coordenado a um metal
(BERALDO, 2005). A mudanca do estado de oxidacdo do metal influi no potencial
redox, podendo confluir para um melhor ajuste das propriedades cinéticas e

termodinamicas do composto frente a um alvo biolégico (FARRELL, 2003).

O indice de seguranca maior do que 10 (destacados em negrito na tabela 5)
significa que o composto pode ser promissor para futuros estudos (PASSERINI,
2008). Assim, os compostos 10, 11 e 7a mostraram ndo ser promissores para
T. brucei 427 e os compostos 3, 9, 2a, 3a, 5a, 8a e 10a podem ser utilizados para
estudos posteriores com a cepa T. brucei 29-13. Os seguintes compostos
apresentaram os maiores valores de Sl para a cepa 427 de T. brucei (selvagem): 3a
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(Sl: 120,08), 9 (SI: 63,90), 2 (SlI: 60,76), 3 (SI: 51,67), 8 (Sl: 48,76), 5a (Sl: 32,15), 5
(SI: 27,16), 6 (SI: 26,29), 8a (SlI: 22,72), 2a (Sl: 20,19), 4 (Sl: 18,12), 10a (SI: 16,13)
e 7 (SlI: 11,45). Dos compostos anteriores, apresentaram-se moléculas com maior
atividade tripanocida que a pentamidina (ICs: 6,43) para a cepa 427, tais compostos
foram o0 6 (ICsp: 0,35), 3 (ICso: 0,36), 9 (ICs0: 0,41), 8 (ICs0: 0,45), 2 (ICs0: 0,51), 5
(ICs0: 1,27), 4 (ICs0: 1,78), 10 (ICsp: 2,28) e 5a (ICso: 4,61). Dos compostos citados
anteriormente, o que apresentou maior atividade tripanocida para as duas cepas de
T. brucei, foi 0 composto 3 (cloridrato de N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-metoxibenzil)etano-
1,2-diamina), com um ICs, de 0,36 e 0,82 para a cepa 427 e 29-13, respectivamente.
Este composto foi eleito para a reacdo de RT-PCR e a avaliacdo da atividade
antioxidante como descritas na secdao 3.5 e 3.6 de materiais e métodos,

respectivamente.

Observa-se, conforme apresentado na figura 13, a tendéncia na diminuicao
da atividade tripanocida desta série de compostos quando modificado o radical

presente nos extremos da molécula de diamina.

Figura 13. Diminuicdo da atividade tripanocida da série de derivados de diaminas de
ferroceno e benzil diaminas com ICsq menor do que a pentamidina.

2cr

@vaN PN
)1 ;\@) > Tk /@>©L ﬁ©>

3
6 9

04N cr

OM,B 2Ct < 26 gy
| L R~

Nwm\o > :\@ >0

Ha I

4 10

@ Sa

Para a determinacédo da série anterior, utilizaram-se os valores de ICsg obtidos

com a cepa 427, por ser do tipo selvagem. Embora os compostos 6 e 3 com ICsp de
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0,35 uM e 0,36 uM, respectivamente, tenham apresentado concentracdes muito
préoximas para a atividade tripanocida, apresentaram Sl bastante diferentes (26,29 e
51,67 respectivamente). O composto 6 (ICso de 9,20 uM) tem dois grupos ferrocenil
e apresentou o dobro de citotoxicidade nas células HepG2, comparativamente ao
composto 3 (ICso de 18,60 uM), por essa razdo, decidiu-se utilizar o composto 3 na

reagdo de RT-PCR, devido ao alto custo da metodologia.

De acordo com a série descrita na figura 13, a toxicidade dos substituintes
esta correlacionada com os fatores eletronicos, em que a atividade tripanocida
depende da posicdo dos substituintes no anel benzil, os quais podem doar sua
densidade eletrbnica ao sistema aromatico mediante uma ligacéo =n, para estabilizar
por ressonancia o complexo sigma. Os grupos metoxi e hidroxi sdo grupos
ativadores do anel aromatico e cumprem com a propriedade descrita anteriormente,
enquanto que o Cl e Br sdo grupos desativadores do anel e, por serem mais
eletronegativos, a ligacado C-halogénio esta mais polarizada, onde o carbono suporta
a parte positiva do dipolo. Esta polarizacdo provoca uma diminuicdo da densidade
eletrbnica do anel aromatico, contudo os halogénios possuem pares de elétrons
isolados que podem doar sua densidade eletrénica mediante a formacdo de uma
ligacdo =, 0 que permite estabilizar as cargas positivas adjacentes e o complexo por
ressonancia (WHELAND, 1944).

Sabe-se que o par ferroceno/ferrocénio (Fc/Fc*) representa a reversibilidade
de apenas um elétron, porém quando o ferroceno € acoplado a outros grupos pode
ocorrer uma influéncia destes no comportamento redox devido a mudanca de
energia do nivel HOMO (SZARKA et al., 2001), de modo que a reversibilidade pode
ser reduzida significativamente (STEPRICKA et al., 1999). Estudos sobre a oxidacéo
do ferroceno e seus derivados comprovam que, se o ferroceno for acoplado a grupos
eletro-doadores, os derivados formados podem oxidar-se mais facilmente que o
ferroceno, enquanto que estes derivados sdo mais resistentes a oxidacdo se o

acoplamento for por grupos eletro-retiradores (COE et al., 1994).

De acordo com as propriedades biolégicas mencionadas por varios autores
(SAI-KRISHNA et al.,, 2005; NEUSE, 2005; FRANCISCO; VARGAS, 2010;

MONZOTE; GILLE, 2011), diversos derivados de diaminas e diaminas de ferroceno
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poderiam estar envolvidos nos mecanismos de estresse oxidativo dos parasitas.
Estudos realizados com derivados de diaminas mostraram que estas tendem a
concentrar-se na mitocondria (LANTERI et al., 2008). Portanto, para a confirmacao
destas hipoteses, em nosso laboratério estdo sendo desenvolvidos estudos de
avaliacdo do metabolismo oxidativo de cepas de T. cruzi tratadas com derivados de
diaminas de ferroceno. Os compostos, até o momento, apresentaram maior
atividade tripanocida que o benzonidazol, utilizado no tratamento da doenca de
Chagas (KOHATSU, A. A. N. et al. Resultados n&o publicados). Espera-se que este
resultado possa servir como ferramenta para elucidar também possiveis interacdes
destes derivados de diaminas de ferroceno nos mecanismos de estresse oxidativo
em T. brucei. O composto 3 também foi utilizado para a avaliacdo da atividade

antioxidante como explicado na secao 3.6 de materiais e métodos.

Em suma, as diaminas de ferroceno mostraram ser bons candidatos para
estudos posteriores em busca de farmacos com potencial tripanocida. Portanto,
estudos do mecanismo de acao de diaminas de ferroceno em T. brucei e T. cruzi sdo
muito importantes para melhorar os conhecimentos sobre estes compostos e
fornecer ferramentas para o desenvolvimento de medicamentos menos toxicos e

com maior eficacia para tratar essas doencas.

4.2 DERIVADOS DE 1,4-NAFTOQUINONAS

Alguns autores explicam que a atividade citotoxica das naftoquinonas poderia
estar associada com fatores como a inibicAo das topoisomerases, possiveis
intercalagcdes com o DNA e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
um processo conhecido como ciclo redox de quinonas (CAMARA et al.,, 2008).
Compostos que contém o grupo quinona sdo conhecidos por exibir atividade
antitumoral, tripanocida, moluscicida, fungicida e antimalarica (FRANCISCO et al.,
2010).

A atividade biol6gica das naftoquinonas esta associada geralmente a
habilidade de aceitar 1 ou 2 elétrons. Os diferentes substituintes ou grupos
funcionais que podem unir-se ao anel quinona podem atrair ou doar elétrons

modificando as propriedades redox destas moléculas (FRAGOSO et al., 2010) que
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também poderia estar envolvida com sua atividade tripanocida. Geralmente a
tendéncia € que as quinonas mais eletrofilicas tenham maior atividade biologica e
qguanto menos lipofilica, menor o indice de citotoxicidade (PINTO; De CASTRO,
20009).

Devido a procura urgente de novos agentes antimalaricos, encontrou-se que as
naftoquinonas tem capacidade inibitéria contra Plasmodium falciparum. Como
resultado desta observacéo, as publicagcbes de novas moléculas com estrutura de
1,4-naftoquinona foram aumentando, assim como 0s compostos 2-amino-1,4-
naftoquinona imina. Estas moléculas sdo ativas contra diversas espécies de
Plasmodium spp. (LOPEZ et al., 2011). Descreve-se que os derivados 2-amino-1,4-
naftoquinona e 4-amino-1,2-naftoquinona apresentam uma atividade maior contra
P. falciparum comparada com os derivados 2-hidroxi-1,4-naftoquinona e quinonas
diméricas (KAPADIA et al., 2001). Sob esta premissa, os compostos apresentados
na tabela 6 foram sintetizados no Laboratorio de Sintese Organometéalica do
Departamento de Quimica Organica da Universidade Federal Fluminense (UFF),
avaliados pelo método colorimétrico (MTT) e padronizados frente a formas

prociclicas das cepas 427 e 29-13 de T. brucei, como descrito na se¢ao 3.2.

Tabela 6. Atividade tripanocida e indice de seguranca de derivados de 1,4-naftoquinonas.
%Cso (UM), °SI: Safety Index, os valores de SI>10 observam-se em negrito (PASSERINI,
2008), NA: ndo apresentou atividade.
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.nl |

2a >50,58 4,8 >10,54 9,3 5,43

2b NA — 3242 -
2c 136,93 18,09 7,57 22,65 6,05
2d — 206,15 - NA
10a --- 106,33 --- 172,19 ---
10b 86,93 12,27 7,04 16,67 5,21
10c 127,53 25,3 5,04 52,37 2,43
10d NA NA
M et
pentamidina D e VR : 159,71 6,43 24,84 6,43 24,84

De acordo com os valores de ICsy obtidos para a série de derivados de
1,4-naftoquinona, observou-se de um modo geral que os compostos 1 a 10

(derivados 2-metoxi/hidroxi-1,4-naftoquinona) apresentaram melhor atividade



57

tripanocida que seus derivados 2-amino-1,4-naftoquinona (1la a 10d); isso poderia
estar relacionado aos diferentes tipos de interacdes destas moléculas com o DNA ou
com outras espécies envolvidas nos mecanismos de estresse oxidativo (NEVES et

al., 2010) devido ao caracter electrofilico de seus substituintes.

Os derivados 2-metoxi-1,4-naftoquinona e 2-hidroxi-1,4-naftoquinona
apresentaram maior atividade tripanocida quando comparados com os derivados
2-amino-1,4-naftoquinona que mostraram uma menor atividade, provavelmente por
ser menos polares, como resultado da presenca de cadeias lipofilicas, exibindo
valores maiores de ICsp sendo alguns geralmente inativos (compostos 1b, 1d, 2b, 2d,
10a e 10d), sugerindo que a posicdo da cadeia e a diminuicdo da polaridade do
grupo ligado ao atomo de nitrogénio diminui o efeito citotéxico dos compostos. Em
adicdo, pode-se considerar que nos compostos 1d, 2b, 2d e 10d, dos derivados
2-amino-1,4-naftoquinona, as cadeias alifaticas presentes podem contribuir com a
diminuicdo da citotoxicidade ou auséncia de atividade devido aos possiveis
impedimentos estéricos que evitam a intercalacdo dos anéis aromaticos da
naftoquinona com o DNA, RNA ou proteinas (LOPEZ, 2011). Sem a intercalacéo
destes anéis, os grupos carbonilicos ndo conseguem interagir com o DNA.

No caso dos outros derivados 2-amino-1,4-naftoquinona que apresentaram
atividade nas duas cepas, atribui-se esta atividade a presenca de grupos
desativadores do anel, como o cloro, que € eletronegativo e produz um aumento na
polaridade da molécula (composto 10b), todavia que é capaz de doar sua densidade

eletrdnica para estabilizar o sistema aromatico.

Os compostos 1, 2 e 2a apresentaram valores de ICsyp menores e outros
compostos como 5, 8 e la apresentaram valores proximos a pentamidina.
Lembrando que compostos com valores de ICsp menores a pentamidina, farmaco
utiizado no tratamento da doenca do sono, sdo bons candidatos para o
desenvolvimento de mais estudos. Em seguida, observa-se a tendéncia na
diminuicdo da atividade tripanocida desta série de compostos como segue na

figurald.
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Figura 14. Diminuicdo da atividade tripanocida da série de derivados de 1,4-naftoquinonas

com ICsq menor ou préximo da pentamidina.
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As moléculas tem em comum grupos ativadores do anel naftoquinona na
posicdo 2, que possuem um par de elétrons isolados capazes de estabilizar a

estrutura por ressonancia.

Com relacédo aos valores de citotoxicidade obtidos para as células HepG2, o
intervalo do ICsp entre os compostos la e 2a, derivados 2-amino-1,4-naftoquinona
com maior atividade tripanocida, foi de 50 + 2 uM, em que o composto 2a foi desta
série 0 Unico que apresentou um valor de SI>10. Dos compostos 1, 2, 4 e 8 obteve-
se um intervalo de valores de ICso para as células HepG2 de 65 + 5 uM, dos quais o
composto 1 (2-metoxi-3-(2-feniletenil)-1,4-naftoquinona) foi o que apresentou maior
atividade tripanocida (ICsp: 4,72 uM), com SI>15. Este composto foi utilizado na
reacdo de RT-PCR para avaliar a interferéncia deste composto na reacdo de trans-
splicing utilizando como modelo o gene da a-tubulina de T. brucei e também foi

usado na avaliagédo da atividade antioxidante.

4.3 ALTERACOES NA PRODUCAO DOS RNAs DA REACAO DE trans-splicing

Para a avaliacdo das alteragbes na producdo dos RNAs do gene da
a-tubulina realizou-se a padronizagao da reacdo de RT-PCR (transcriptase reversa).
Inicialmente, utilizou-se uma cultura de parasitas que foi subdividida em quatro
culturas de igual nimero de parasitas, tratadas como segue: pentamidina, derivado

de diamina de ferroceno, 1,4-naftoquinona e uma cultura sem tratamento (controle
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positivo, C+). Ap0s o cultivo, para todas as culturas, foi realizada a extracdo de RNA

total.

Os RNAs totais obtidos apds o tratamento foram utilizados para a reacao de
RT-PCR realizada com Adapter Primer, como descrito em materiais e métodos (item
3.5). AplGs a reacdo, apareceram apenas 0s produtos de amplificacdo das formas
processadas (MRNA), como se observa no gel apresentado na figura 15A. Apos a
confirmacédo do aparecimento das formas processadas de a-tubulina, buscou-se a
amplificacdo das formas ndo processadas (pré-mRNA), modificando-se a condicao
padrao para reacdo de RT-PCR com Random Hexamer Primer. Os resultados estao

apresentados na figura 15 B.

Figura 15. Gel de agarose 1,5% com BrEt. A) Amplificacdo da forma processada da alfa-
tubulina (a-tub; TS1/TS2) utilizando o Adapter Primer. 1. GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas); 2. Diamina de ferroceno (Fc); 3. Pentamidina (Pent.); 4. Sem substancia (C+)
5. Derivado de 1,4-naftoquinona (Naft.); SL: 6. Fc; 7. Pent.; 8. C+; 9. Naft.; pré-a-tub: 10.
Fc; 11. Pent.; 12. C+; 13. Naft. B) Amplificacdo das formas ndo processadas de Spliced
Leader - SL (7SL_S/7SL_AS) e pré-a-tub (TS3/TS4) utilizando o Random Hexamer Primer.
1. GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas); 2. C+; 3. Pent.; 4. Fc; 5. Naft.; 6. C+; 7.
Pent.; 8. Fc; 9. Naft.; 10. Controle negativo. As setas indicam aumento (1) e diminuicdo (})da
forma do mRNA maduro da a-tub. O tamanho das bandas esté indicado.
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Apos a padronizagdo da técnica, realizou-se novamente a reacdo de RT-PCR
na condicdo padrdo e modificada como descrito em materiais e métodos (item 3.5).
A partir de uma Unica cultura de parasitas, realizou-se o tratamento com o0s
compostos que apresentaram a melhor atividade tripanocida e indice de seguranca
superior a 10 de acordo com os parametros de escolha descritos em materiais e

métodos (items 4.1 e 4.2). Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 16.

Figura 16. A) Gel de agarose 1,5% com BrEt. 1. GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas); Spliced Leader (7SL_S/7SL_AS): 2. Sem substancia (Controle +), 3.
Pentamidina, 4. Diamina de ferroceno, 5. Derivado de 1,4-naftoquinona; a-tub (processada,
TS1/TS2): 6. Sem substancia, 7. Pentamidina, 8. Diamina de ferroceno, 9. Derivado de 1,4-
naftoquinona; pré-a-tub (ndo processada, TS3/TS4): 10. Sem substéncia, 11. Pentamidina,
12. Diamina de ferroceno, 13. Derivado de 1,4-naftoquinona; 14. Controle negativo
(TS1/TS2). B) Detalhe dos produtos obtidos na figura A indicando aumento (1) ou
diminui¢cdo (|) dos RNAs amplificados, comparativamente ao controle (C+). C+: Controle
positivo - cultura ndo tratada; Pent.: Cultura tratada com pentamidina; Fc: Cultura tratada
com derivado de diamina de ferroceno; Naft.: Cultura tratada com derivado de
1,4-naftoquinona.
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Os resultados da reacdo de RT-PCR possibilitaram confirmar a queda no
nivel de transcrito processado de a-tubulina (a-tub, banda de aproximadamente
871 pb) e do Spliced Leader - SL (banda de 123 bp), quando os parasitas foram
tratados com o composto 2-metoxi-3-(2-feniletenil)-1,4-naftoquinona. Observou-se
também uma discreta diminuicdo da forma ndo processada (pré-a-tub, banda de
aproximadamente 218 pb) e acumulo da forma processada (MRNA) e do SL, quando
0s parasitas foram tratados com o composto cloridrato de N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-
metoxibenzil)etano-1,2-diamina. Esses resultados demonstram que 0S compostos
interferem na reagao de trans-splicing. No caso da diamina de ferroceno, corrobora-
se este dado uma vez que foi possivel observar acimulo do SL-RNA e da forma
processada da a-tubulina; o acumulo da quantidade de mRNA maduro da alfa-
tubulina sugere que o derivado da diamina de ferroceno poderia atuar
posteriormente na traducéo de proteinas. O nivel de pré-a-tub ndo se alterou sob a
acado do derivado de 1,4-naftoquinona, entretanto observou-se uma diminuicdo do
SL e da a-tub, o que indica que este composto pode interferir na transcricdo do

spliced leader, afetando também a producao das formas processadas.

Estas informagdes geram novos questionamentos a serem respondidos
futuramente, como, por exemplo: quais sdo as proteinas que interagem com o0s
compostos durante o processamento? Como ocorre esta interacdo e qual é o papel
especifico destes compostos na reagcdo de trans-splicing? Adicionalmente, sera
necessario realizar uma comparagdo com o processamento de transcritos primarios
via cis-splicing utilizando estes compostos, para determinar se os derivados testados
nesta pesquisa interferem seletivamente no processamento de RNAs de
tripanossomatideos ou encontram-se também envolvidos no processo de cis-splicing
dos eucariotos. Portanto, outros experimentos serdo necessarios para apontar
possiveis mecanismos de ac¢do destas moléculas no processamento de genes em

tripanossomatideos.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O ensaio fundamenta-se na propriedade do DPPH apresentar uma forte
absorcdo no espectro visivel, comprimento de onda de 515 nm, caracterizado por
uma coloracdo violacea intensa, devido a presenca de elétrons livres. Quando o

DPPH é colocado em presenca de substancias capazes de sequestrar radicais
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livres, a absorcéo é inibida, resultando em uma descoloracdo estequiométrica em
relacdo ao numero de elétrons retirados e independente de qualquer atividade
enzimatica. O grau de descoloracdo indica a capacidade sequestradora de radical
livre (KOCH et al., 2002; COS et al., 2000).

Segundo a literatura, as quinonas de modo geral tem a capacidade de induzir
0 estresse oxidativo nas células. Estudos realizados indicam que o estresse
oxidativo induzido pelo lapachol ocorre no nivel da enzima P450 redutase. Neste
processo, as especies reativas do oxigénio promovem a cisdo do DNA. Este tipo de
mecanismo de agcdo € importante, pois alguns micro-organismos patogénicos sao
muito mais sensiveis ao estresse oxidativo que os humanos hospedeiros. Muitas
pesquisas nha area de doencas endémicas, empregando triagens com quinonas,
foram realizadas na busca de substancias com atividade tripanocida. Acredita-se
que o aumento de suas concentracdes (condicdes mais oxidantes) favoreca a
apoptose (SILVA et al., 2003).

No caso do grupo ferrocenil, sabe-se que compostos contendo este grupo
podem atuar no meio bioldgico gerando radicais hidroxila da ordem de micromolar.
Esta baixa concentracdo de radicais '‘OH seria suficiente para induzir dano
significativo aos parasitas devido a alta reatividade dessas espécies. No caso do
P. falciparum, os radicais ‘OH sao conhecidos por serem particularmente agressivos
frente a acidos graxos insaturados presentes nos fosfolipideos, promovendo extensa
reacdo em cadeia e gerando diversos produtos de peroxidacdo. Dessa forma,
poderia induzir diversos danos ao parasita e amplificar a inibicdo da formacéo da
hemozoina (pigmento malérico), antes da acdo de algum mecanismo de resisténcia
(FRANCISCO; VARGAS, 2010).

Os resultados obtidos ap0s a determinacdo da atividade antioxidante dos
compostos 2-metoxi-3-(2-feniletenil)-1,4-naftoquinona e cloridrato de
N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-metoxibenzil)etano-1,2-diamina em diferentes
concentracbes demonstram que o0 percentual antioxidante aumenta
proporcionalmente com a concentragdo dos compostos. A correlacdo entre o
porcentagem de inibicdo do radical DPPH e a concentracdo dos compostos

utilizados forneceu o valor de ICsg como se mostra na tabela 7.
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Tabela 7. Atividade antioxidante de derivados de diamina de ferroceno e 1,4-naftoquinonas.

COMPOSTO ICso (Hg/mL)

cloridrato de N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-metoxibenzil)
etano-1,2-diamina
el cr

Ha 12,11

<100

Estas concentracdes séo altas se comparadas com antioxidantes por
exceléncia, como o &cido ascoérbico (ICso = 2,0 pg/mL), e 0 BHT (ICsp = 5,0 pg/mL).
Porém, observa-se que a diamina de ferroceno apresentou maior capacidade

sequestradora de radical livre do que a naftoquinona.

Existe uma série de caracteristicas que determinam a efetividade das
moléculas como antioxidantes (RIVAS; GARCIA, 2002):

1. A presenca de substituintes com capacidade doadora de hidrogénio/elétrons e
com apropriados potenciais de reducéo;

2. A capacidade para deslocalizar o radical resultante;

3. O potencial de quelacdo de metais de transicdo, que depende da natureza e
disposicao dos grupos funcionais na molécula;

4. A acessibilidade do antioxidante ao lugar de acédo, que vem definido pelo carater
lipofilico ou hidrofilico, ou pelo coeficiente de reparticao;

5. Ainteracdo dos radicais com outras moléculas antioxidantes.

Comparando as estruturas das duas moléculas, encontra-se que ambas tem
em comum o0 grupo metoxi no anel aromatico. Desta maneira, parece que este grupo
contribuiu na estabilizacdo do radical resultante por doacdo de elétrons aumentando,
como consequéncia, a capacidade antioxidante. Adicionalmente, a presenca do ferro
€ determinante para que o derivado de diamina de ferroceno possua maior atividade

antioxidante quando comparado com o derivado 1,4-naftoquinona.
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A atividade antioxidante gerada em presenca do radical DPPH junto com os
valores de citotoxicidade apresentados pelos compostos contra as cepas de
T. brucei demonstram que as duas moléculas poderiam estar envolvidas no
mecanismo de estresse oxidativo do parasita. Deste modo, moléculas com
capacidade antioxidante podem atuar como pré-oxidantes, conforme estudado, sua
propriedade de oxido-reducdo, dependendo do modelo celular. Eventualmente, essa
propriedade das moléculas estudadas pode ser interessante para uso em

medicamentos para controle da doenca do sono.
5 CONSIDERACOES FINAIS

Finalmente, na tabela 8 apresenta-se um resumo das atividades avaliadas
pelos compostos cloridrato de N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-metoxibenzil)etano-1,2-
diamina e 2-metoxi-3-(2-feniletenil)-1,4-naftoquinona, para determinar, com base
nas diversas propriedades apresentadas, qual destes compostos poderia ser o
melhor candidato para futuros estudos e, portanto, um composto promissor a ser

utilizado no tratamento da doencga do sono.

O derivado de diamina de ferroceno seria um excelente candidato para
estudos futuros, devido a seu alto potencial como agente tripanocida, mostrando
valores maiores ao reportado pela pentamidina e superando o valor obtido para o
derivado de 1,4-naftoquinona. Além disso, o cloridrato de N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-
metoxibenzil)etano-1,2-diamina apresentou um maior indice de seguranca quando
comparado com a pentamidina e o derivado da 1,4-naftoquinona. Também mostrou
um maior poder antioxidante, portanto poderia atuar como pro-oxidante em T. brucei
devido este parasita ndo apresenta formas intracelulares, o que faria que fosse
sensivel aos radicais hidroxila gerados pelo sal de ferroceno devido a capacidade de
oxido-reducao que possui (FRANCISCO; VARGAS, 2010).
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Tabela 8. Comparacéo entre o derivado de diamina de ferroceno e 1,4-naftoquinona com
potencial atividade tripanocida.

cloridrato de N- .
(ferrocenilmetil)- Z;m(—:f':oxv:?_,l-(z- idi
Composto N’-(4-metoxibenzil)etano- 4 eniletenil)- pentamidina
. /4-naftoquinona
1,2-diamina
had
Estrutura
Atividade
tripanocida
(T. brucei 427, 0,36 4,72 6.43
_um)
Indice de 51,67 >15 24,84
seguranca
Atividade
antioxidante 12,11 <100
(ng/ml) _
Altera(;o~es na Acumulo a-tub e SL Diminuigao a-tub e Ausepua SLe
producdo de Diminuic&o pré- a-tub SL pré-a-tub
RNAs cao0p Diminui¢&o a-tub

E de ressaltar que as diaminas possuem a propriedade de atravessar a
barreira hematoencefalica, 0 que converte este composto em excelente candidato
para ser usado no estagio Il da doenca. Por outro lado, o grupo ferrocenil é néo
toxico e estavel, o que favoreceria a qualidade de vida dos pacientes, visto que
diminuiria os efeitos colaterais aos quais se encontram submetidos com os farmacos
disponiveis para o tratamento (LEGROS, 2002; FRANCISCO; VARGAS, 2010).

A respeito das interferéncias observadas pelos compostos na reacdo de
trans-splicing, mostrou-se que tanto a diamina de ferroceno como o derivado de
1,4-naftoquinona usados na reacdo de RT-PCR produziram alteracdes dos RNAs da
a-tub, destacando-se que o cloridrato de N-(ferrocenilmetil)-N’-(4-metoxibenzil)etano-
1,2-diamina também poderia interferir na traducdo da proteina, devido ao acumulo
da forma processada da a-tub. Em suma, pode-se considerar o derivado de diamina
de ferroceno como composto de escolha para estudos posteriores de mecanismo de

acao.




66

6 CONCLUSOES

A troca do grupo benzil pelo grupo ferrocenil nos derivados de diaminas

produz um aumento na atividade tripanocida das moléculas.

Os derivados 2-amina-1,4-naftoquinona, utilizados no presente trabalho, que
possuem na sua estrutura cadeias alifaticas ligadas ao grupo amina apresentaram
auséncia ou menor atividade tripanocida que os derivados 1,4-naftoquinona com

substituintes polares.

Em suma, os derivados de diaminas de ferroceno (cloridrato de N-
(ferrocenilmetil)-N’-(4-metoxibenzil)etano-1,2-diamina) e 1,4-naftoquinonas (2-
metoxi-3-(2-feniletenil)-1,4-naftoquinona) sdo bons candidatos para estudos
posteriores em busca de farmacos com potencial tripanocida. Adicionalmente,
ambas as moléculas apresentaram atividade antioxidante. Portanto, considera-se
que estes compostos no parasita poderiam atuar como pro-oxidantes, de modo que
poderiam estar envolvidos nos mecanismos de estresse oxidativo dos

tripanossomos.

De acordo com a avaliacdo das possiveis interferéncias no processamento do
RNA da alfa tubulina, demonstrou-se que tanto as diaminas de ferroceno como 0s
derivados das 1,4-naftoquinonas podem interferir na reacdo de trans-splicing.
Portanto, estudos do mecanismo de acdo ou das interacdes destas moléculas com
diversas proteinas envolvidas na reacdo de trans-splicing dos parasitas podem
fornecer ferramentas para o desenvolvimento de medicamentos menos toxicos, mais

especificos e com maior eficacia no tratamento da doenca do sono.
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