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RESUMO

Estudos recentes mostraram a eficacia dos derivados de E/Z-3-
(4’-bromo-[1,1-bifenil]-4-i1)-(4-X-fenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina
sobre as trés formas do protozoario Trypanosoma cruzi, agente
causador da doenca de Chagas. O derivado nfo-substituido (X=H) foi
um dos mais ativos e menos toxicos desta série. Neste trabalho, o
composto (X=H) foi preparado e seus isdmeros Z e E foram isolados por
cromatografia de camada delgada preparativa para a realizacdo dos
ensaios biolégicos. O isémero Z foi mais ativo que o ¥ sobre formas
tripomastigotas do 7. cruzi. Nos ensaios de quantificagio de DNA
(DNA) e de reducfio do sal de tetrazolio (MTT), usando células
fibroblasticas V79, o isdmero Z foi o mais téxico. No método de
incorporagdo do corante vermelho neufro, a mistura isomérica e os
isbmeros isolados apresentaram toxicidades equivalentes. Os
compostos foram mais téxicos neste método em comparacio com MTT
e DNA. O isémero E foi 0 mais téxico na avaliacdo da toxicidade aguda
sobre a bactéria FEscherichia coli e sobre camundongos. Ndo houve
alteracgfio comportamental em camundongos tratados com a mistura
isomérica, em relagdo ao controle, no ensaio do Campo Aberto. Os
estudos da atividade do composto (X=H) sobre o fungo Trichophyion
rubrum e sobre epimastigotas do T. cruzi, sugerem a inibicdo da
biossintese do ergosterol como um possivel mecanismo de acdo

tripanossomicida.



1-INTRODUCAO

1.1 - Doenca de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é definida
como uma protozoose tecidual hemética, de natureza endémica, cujo
agente causador é o hemoflagelado Trypanosoma cruzi, pertencente a
familia Trypanosomatidae. Durante seu ciclo de vida, o 7. cruzi se
adapta a formas celulares flageladas (tripomastigota e epimastigota) e
aflageladas (amastigota) (Siqueira-Batista e col., 1993).

Dentre as varias formas de transmissio consideradas para a
doenca de Chagas, a transfuséio sangiiinea e a vetorial sdo as de maior
releviancia. Esta dltima ocorre através da picada de um inseto da
familia Reduviidae e subfamilia Triatominae. No Brasil, o nome
popular mais conhecido para este triatomineo é “barbeiro” (Siqueira-
Batista e col., 1993).

Esta enfermidade encontra-se amplamente distribuida pelo
continente americano porém, somente nos paises da América do Sul,
ela representa um grave problema de saade publica, afetando
aproximadamente 18 milhdes de pessoas e causando cerca de 45.000
mortes por ano. As estimativas indicam que no Brasil existem 6,3
milhoes de infectados e que 32% desta populagio apresentario as
formas clinicas da doenca. A extensio da doenca pelo territorio

brasileiro é quase total, exceto a Regifo Amazodnica e a Mata Atlantica.



Os estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia, Parani e Rio Grande
do Sul sdo os de maior endemicidade (Siqueira-Batista e col., 1993;
Bryan e col.,1994; Hunter e col.,1994; Corréa e col, 1996).

A condicdo sécio-econdbmica das Aareas endémicas contribui
enormemente para a distribuicdo geografica da doenca, pois a
precariedade das habita¢des propicia a domiciliagao do inseto vetor e a
contaminacdio de humanos. Isto explica a baixa freqiiéncia de casos de
doenga de Chagas no sul dos EUA, onde o vetor e o parasita coexistem
(Siqueira-Batista e col., 1993).

No Brasil e nos demais paises latino-americanos a moléstia de
Chagas é o reflexo dos problemas gerados pela desorganizacdo
econdmica, politica e social, caracteristicas do subdesenvolvimento.
Nos paises onde esta enfermidade incide, observa-se a coexisténcia de
habitacdo inadequada, analfabetismo, baixa ingesta proteico-caldrica,
outras parasitoses, elevada taxa de mortalidade infantil, migracao
como unico meio de sobrevivéncia, desvaloriza¢do da mao-de-obra
existente e muitas outras formas de marginalizaciio imputadas a

populacdo de tais localidades (Corréa e col., 1996).

1.2 - Formas de transmissao e ciclo de vida do parasita
Apesar de ser tipicamente rural a doenca de Chagas passa,
atualmente, por um fenémeno de urbanizacio, resultante das

migracdes internas cada vez mais frequientes e do aumento progressivo



da transmissdo do 7. cruzi por transfusido de sangue. Atualmente, a
transfusdo de sangue é a principal via de transmissido na zona urbana
(a soropositividade é de 20% em areas altamente endémicas do Brasil
e da Argentina), podendo ser evitada através do controle nos bancos de
sangue com a adicéo de violeta genciana - eficaz tripanossomicida - ao
sangue coletado (Siqueira-Batista e col., 1993).

Diante da possibilidade de transmissio por via transfusional e
também por transplante de 6rgdos, a ocorréncia da enfermidade em
regides nAc-endémicas, tais como a EKuropa e os Estados Unidos,
constitul um risco cada vez maior, pois ha um aumento do nimero de
imigrantes e turistas, vindos de areas endémicas, que se apresentam
infectados com o T. cruzi (Kirchhoff, 1993; Sztajzel e col., 1996;
Crovato e Rebora, 1997).

Ja a transmissdo vetorial foi, por véarias décadas, a mais
importante, devido as péssimas condicoes das habitacfes rurais.
Devido aos programas de desinsetizacio das habitacées, houve uma
reducfio significativa do namero de casos de transmissdo vetorial no
Brasil e outros paises do Cone Sul (Corréa e col., 1996; Schofield, 1997;
Marsden, 1997). Esta via ocorre da seguinte forma:

A forma epimastigota do 7. ecruzi se prolifera no aparelho
digestivo do triatomineo e se transforma na tripomastigota metaciclica
a qual se aloja no intestino posterior do inseto. Esta altima constitui a

forma infectante do parasita, sendo transmitida através das fezes do



inseto vetor que, ao se alimentar do sangue de um hospedeiro
vertebrado, defeca préximo 4 regido da picada. Ao cogar a regido
irritada pela lesdio, o individuo favorece a penetracdo das formas
tripomastigotas metaciclicas na mucosa do hospedeiro. O parasita
atinge a circulacdo sangiiinea e ao invadir células do sistema
mononuclear fagocitdrio, se transforma na forma amastigota que se
divide sucessivamente no interior dessas células. Antes do rompimento
da célula hospedeira, as formas amastigotas se transformam em
tripomastigotas sangiiineas, que atingem a corrente sangilinea,
podendo infectar outras células do hospedeiro ou serem transmitidas
para o inseto vetor durante uma picada posterior (Siqueira-Batista e
col., 1996).

1.3 - Formas clinicas da doenca de Chagas

A complexidade da evolugio desta doenga  decorre,
principalmente, da versatilidade do 7. cruzi que € capaz de invadir e
parasitar quase todas as células do organismo humano, fazendo com
que a enfermidade tenha um amplo espectro de manifesta¢des clinicas,
devido aos diferentes érgéos atingidos. Durante a evolucdo da infecco
com o T. cruzi trés fases, com caracteristicas clinicas distintas e
individuais, sdo reconhecidas: aguda, indeterminada e crdnica
(Sigueira-Batista e col., 1993).

A fase inicial de infeccdio aguda acomete, preferencialmente,

criancas de 0 a 10 anos (cerca de 90% dos casos), podendo manifestar-
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se através de uma simples febre ou até de um grave quadro de
miocardite. Os principais sintomas sfo: sinais de porta de entrada -
que constituem o sinal de Romaiia e o chagoma de inoculacéo - febre,
edema indolor, adenomegalia, hepatomegalia e, menos comumente,
sinais e sintomas de acometimento cardiaco (Siqueira-Batista e col.,
1993).

Na fase indeterminada, os individuos afetados sao
assintomaticos, mas apresentam evidéncias parasitolégicas efou
sorologicas de infecgdo persistente. Os pacientes costumam gozar de
boa saude, ignorando sua doenca devido a escassez de sintomas
inerente a esta fase (Andrade e col, 1997, Siqueira-Batista e col.,
1993).

A fase cronica apresenta grave acometimento cardiaco efou
digestivo, bem como do sistema nervoso auténomo. Na forma cardiaca,
comumente chamada de cardiopatia chagasica crénica, ocorrem sinais
como insuficiéncia cardiaca congestiva, arritmias e transtornos da
conducdo, fendmenos tromboemboliticos e isquémicos. A forma
digestiva é caracterizada pelas megaformacdes que atingem
principalmente o esofago (esofagopatia chagasica) e o célon (colopatia
chagésica). A forma cardiodigestiva caracteriza-se pela ocorréncia
simultdnea dos sintomas das formas digestivas e cardiacas da fase

cronica da doenca (Siqueira-Batista e col., 1993).



1.4 - Quimioterapia e desenvolvimento de novos farmacos

A quimioterapia da doenca de Chagas ainda é limitada. Existe
apenas uma droga a disposicio no mercado, o benznidazol, cujo
mecanismo de acdo ainda nfdo foi totalmente esclarecido; sabe-se,
entretanto, que esse composto apresenta sérios efeitos colaterais e
pouca eficacia na fase cronica da doenca.

Outro composto nitroheterociclico ja utilizado na terapia da
doenca, o nifurtimox, mostrou-se pouco eficaz e provocou danos
semelhantes aos causados pelo benznidazol. O nifurtimox nfo se
encontra comercialmente disponivel no Brasil (Quintas e col., 1996).

A estratégia utilizada na procura de farmacos mais seletivos e
menos toxicos que o benznidazol e o nifurtimox apresenta duas
abordagens: pesquisar moléculas alvo especificas para desenvolver
novos farmacos e testar novas drogas ou as comercialmente
disponiveis para outros fins terapéuticos (De Conti, 1996).

Entre as drogas comercialmente disponiveis que tém sido
testadas contra a doenca de Chagas, destacam-se o alopurinol e
compostos azdlicos, tais como o cetoconazol e o itraconazol.

O alopurinol é um inibidor da sintese de purinas utilizado no
tratamento da gota em humanos e apresenta poucos efeitos colaterais.
Apesar de sua atividade variar dependendo da cepa em estudo, o

alopurinol foi efetivo in vitro e in vivo contra o T. cruzi. Porém, estudos



com pacientes infectados mostraram que esse composto tem eficicia
semelhante 4 do nifurtimox (De Conti, 1996).

O itraconazol, um azol largamente utilizado como antifiingico,
mostrou resultados promissores in vitro e in vivo contra o 7. cruzi
(McCabe e col.,, 1986). A combinagdo de itraconazol e alopurinol
proporcionou a reducio da infeccdo em pacientes infectados com o
parasita (Sanchez e col.,1995).

Ha, ainda, uma grande variedade de compostos que tem sido
testada empiricamente contra a doenca de Chagas, tais como
antibidticos, compostos antidepressivos triciclicos, nitroimidazois,
complexos metalicos, produtos naturais, antitumorais, analogos de
horménios de insetos jovens e inibidores de proteases (De Castro,
1993).

Com relacdo ao planejamento racional de  novos
tripanossomicidas, ha um crescente interesse por enzimas alvo
especificas, envolvidas no processo de infecgfio do hospedeiro pelo
parasita efou processos metabdlicos vulneriveis do protozoario (Do
Campo e col,, 1981; Stoppani, 1983; Schrével e col., 1996). Neste
sentido, muitos compostos tém sido testados visando atingir alvos
como a tripanotiona redutase (Schirmer e col.,1995; O’Sullivan e col.,
1996; Girault e col., 1997; Chan e col., 1998), cisteina proteinase
(Cazzulo e col., 1997), enzimas que atuam no metaholismo de esterdis

(Urbina, J.A., 1997, Contreras e col., 1997), entre outros (De Castro,



1993). A biossintese do ergosterol, particularmente, é um alvo
largamente estudado no planejamento de agentes antifiingicos e tem
despertado interesse cada vez maior na procura de compostos
tripanossomicidas.

O protozoario Trypanosoma cruzi € varias espécies do género
Leishmania necessitam de esterdis especificos, como o ergosterol, para
o crescimento e a manutencio da viabilidade celular.

A biossintese de esterdis é uma das vias metabdlicas mais
complexas presentes em células eucaridticas e envolve pelo menos
vinte passos metabélicos que sdo catalisados por enzimas especificas
(figura 1). Além da funcdo passiva nas propriedades fisicas das
membranas celulares, tais compostos exercem papéis criticos no
metabolismo celular.

As necessidades particulares de cada grupo filogénico por
esterdis especificos fazem desse conceito a chave para o sucesso dos
inibidores da Dbiossintese de ergosterol (IBE) como agentes
quimioterapéuticos contra fungos e leveduras patogénicos (Urbina,
1996; 1997).

Compostos azdlicos, andlogos de esterdis e alilaminas
(estruturas vide anexo 1), sfo antifingicos potentes pois bloqueiam a
biossintese do ergosterol, induzindo a inibicdo do crescimento e a
perda da viabilidade celular, através da depleciio de esterdis do

parasita e/ou do acimulo de intermedidrios toxicos. Esse mecanismo



de acdo produz alteracdes

composicio das membranas,

desregulando a permeabilidade das mesmas (Urbina, 1996).

Estes compostos antifingicos produziram efeitos sobre 7. cruzi e

mostraram-se altamente especificos

nao afetando, portanto, a

producio de colesterol do hospedeiro em doses terapéuticas (Urbina e

col., 1993, Urbina e col.,1996, Liendo e col., 1998).
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Figura 1: Diagrama esquematico da biossintese do ergosterol em
protozoarios parasitas e fungos. Cada seta corresponde a um passo
metabdlico distinto. Os sitios de acéo de inibidores da biossintese
(IBE’s grifados) atualmente usados como agentes quimioterapéuticos
ou ainda em desenvolvimento, estfo indicados pelas setas pontilhadas

{Urbina, 1997).
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No intuito de melhorar a atividade dessas drogas foi testada a
combinacio de IBE’s que atuam em efapas sequenciais da biossintese
na qual produziu efeitos sinergisticos in vitro e in vivo (Lazardi, e col.,
1990; Urbina, 1996; Urbina e col., 1988; 1993; 1995; 1996a).

QOutra estratégia é a procura de novos inibidores mais potentes
(Urbina, 1996; 1997). Nesta linha, destaca-se o antifungico bis-
triazélico de largo espectro, ICI-195,739, que possui atividade
especifica contra o 7. cruzi num modelo murino da doenca de Chagas
(Ryley e col.,, 1988). Recentemente, descobriu-se que a atividade
antifingica especifica desse composto deve-se ao seu enantidmero R
(+) e que este pode induzir a cura parasitolégica de modelos murinos
da doenca de Chagas nas formas aguda e cronica (Urbina e col.,1996).

Dentro do universo de novas drogas que tém sido testadas contra
T. ecruzi (Duran e col., 1989; Doyle e Weinbach, 1989; Duran e Haun,
1991; Chabala e col., 1991; De Castro, 1993; De Castro e col., 1994;
Kinnamon e col., 1997; Schvartzapel e col., 1997; Cinque e col.,1998),
destaca-se uma série de oito novos derivados de 3-(4-bromo-[1,1-
bifenil]-4-il)-(X-fenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina, onde X= H, CI,
Br, I, NO;s, Me, MeSOs2, OMe, apresentada na figura 2. Esta série de
compostos foi sintetizada e testada recentemente por De Conti (1996).
Esses compostos possuem atividade in vifro sobre as trés formas do
parasita e atuam por mecanismo diferente de drogas como o

nifurtimox e o benznidazol, os quais produzem radicais livres
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mtracelulares (De Conti, 1996; De Conti e col., 1996a,b). O derivado
ndo-substituido (X=H), por ser um dos mais ativos da série, foi
escolhido para dar continuidade aos estudos toxicolégicos e de

mecanismo de acédo que fazem parte deste trabalho.

onde X=H, Br, I, CI, OCH,, NO,, CH, SO,CH,

Figura 2: Estrutura dos derivados de N,N-dimetil-2-propeno-1-

amina.

A terbinafina e a naftifina, alilaminas que sfo estruturalmente
similares aos derivados de N,N-dimetil-2-propeno-1-amina (figuras no
anexo 1), apresentam uma atividade priméria em relaciio a outros
antimicéticos, pois atuam por inibicdo da esqualeno epoxidase (Favre e
Ryder, 1996). E possivel que, devido a tal sinrilaridade, os derivados de
N,N-dimetil-2-propeno-1-amina possam também estar atuando como

IBE’s contra o parasita 7. cruzi.

1.5 - Ensaios toxicologicos de novas drogas
Os futuros fArmacos que sobrevivem aos processos iniciais de pesquisa

e caracteriza¢do precisam ser cuidadosamente avaliados quanto aos
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riscos potenciais, antes do inicio dos testes clinicos.

Embora nenhum composto quimico possa ser considerado
totalmente seguro (isento de riscos), pois qualquer agente quimico é
toxico em algum nivel de dosagem, é possivel estimar o risco associado
a exposicdo a esse agente, sob condicdes especificas, efetuando testes
adequados (Berkovitz e Katzung, 1994).

A extrapolacao dos dados de toxicidade em animais para seres
humanos nio é completamente confiavel. Para varios compostos, os
dados acerca da toxicidade total baseados nas outras espécies
apresentam um valor previsivel muito aproximado para a sua
toxicidade em seres humanos. Entretanto, existem limitacdes em
rela¢do ao nimero de informagdes que seriam convenientes obter. Por
1850, a realizacio de ensaios de tolerincia em humanos saudaveis é

indispensavel (Berkovitz e Katzung, 1994).

1.5.1 - Toxicidade aguda in vivo

O teste de toxicidade aguda é uma avaliaciio estimativa e
preliminar das propriedades téxicas de wuma substincia-teste,
fornecendo informacgdes acerca dos riscos para a saude resultantes de
uma exposi¢do de curta durac¢éo pela via escolhida. A toxicidade aguda
serve de base ainda para o estabelecimento de um regime de doses

para as pesquisas sobre a toxicidade aguda subcronica, crénica e com



doses repetidas, além de fornecer informacées iniciais sobre o modo de

ac¢éo toxico da substancia-teste (Souza-Brito, 1994).

1.5.2 - Neurotoxicidade

Ensaios neurolégicos e comportamentais tém o papel de
monttorar as funcées cognitivas em animais adultos, assim como em
fetos em desenvolvimento (Goldberg e Frazier, 1989).

O ensaio de Campo Aberto, “open field”, é usado como modelo
animal para avaliacio dos efeitos de um agente quimico sobre o
sistema nervoso central. Neste método os pardmetros de avaliacdo

utilizados estéo relacionados a condicfio de depressao.

1.5.3 - Citotoxicidade

E crescente o interesse por alternativas para ¢ uso de animais
em pesquisa biomédica. Os testes in vitro utilizados para a avaliacio
da toxicidade celular geralmente sfio rapidos, sensivies, de facil
automacdo ¢ econdomicos em relagdo ao uso de animais (Renzi e col.,
1993).

Nao se sabe ainda se os ensaios in vitro sdo capazes de substituir
completamente os testes de toxicidade com animais. Entretanto, eles

podem, quando adequadamente padronizados, servir para um pré-

“screening” de agentes com potencial téxico desconhecido, reduzindo
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significativamente o nimero de animais necessarios (Borenfreund e
Puerner, 1984).

Particular atencfio tem sido dada a estratégia de avaliacdo da
citotoxicidade aplicada a diferentes organelas celulares (“multi-
endpoint”). Neste sentido, pode-se investigar possiveis mecanismos de
toxicidade celular de novos compostos (Renzi e col., 1993).

Neste trabalho foram utilizados trés métodos distintos para a
avaliacfio da citoxicidade: quantificagdo de DNA (DNA), incorporacio
do corante vermelho neutro (VN) e reducfio do sal de tetrazolio, MTT
(MTT).

A determinacdo do conteido de DNA é uma indicacio do nimero
total de células e diz respeito 4 capacidade proliferativa das células
expostas a um agente téxico (Renzi e col., 1993; Cingi e col., 1991).

Através do método do VN avalia-se a integridade lisossomal,
uma vez que as células normais sédo capazes de incorporar o corante
através de seus lisossomas (Renzi e col., 1993). Pode-se, portanto, ter
uma medida direta do correto funcionamento de tais organelas,
através da quantidade de corante captado (Riddell e col., 1986).

A redugdo do MTT ao formazan, um cristal azul, é promovida
enzimaticamente pelas succinato-desidrogenases mitocondriais de
células vidveis. Este método tem, portanto, o papel de avaliar o correto
funcionamento das mitocdndrias através da medida da guantidade de

formazan produzida (Renzi e col., 1993; Denizot e Lang, 1986).



1.5.4 - Toxicidade aguda in vitro

Testes de toxicidade aguda usando microrganismos sio
largamente utilizados para propésitos diversos desde que possam
fornecer informacdes fhteis num curto periodo de tempo. Embora a
toxicidade possa ser seguida através do monitoramento da variacdo de
“pools” internos de ATP ou de DNA, a inibicdo de algumas funcdes
microbianas vitais é facilmente medida. Em testes de toxicidade
aguda, a respiracdo celular é um exemplo de pardmetro confidvel para
ser monitorado.

A taxa de COg2 produzida por bactérias reflete uma série
completa de reacgdes bioguimicas as quais constituem o processo de
respiracdo do organismo. A inibicdio desse processo ird alterar a
quantidade de COz produzida e adsorvida no meio de cultura aquoso
(Jardim e col., 1990).

Neste trabalho a respiracdoc da bactéria Escherichia coli foi

monitorada através de analise por injecdo em fluxo (FIA).
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2 - OBJETIVOS GERAIS

- Sintese do derivado ndo-substituide (X=H) de N,N-dimetil-2-
propeno-l-amina e separacao dos isdmeros K e Z;

- Estudo da atividade bioldgica desses eompostos - atividade
tripanossomicida, citotoxicidade e toxicidade aguda in vitro e in vivo e

- Investigacdo do mecanismo de ac¢do tripanossomicida do
composto sintetizado como possivel inibidor da biossintese de

ergosterol.
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3 - METODOLOGIA

3.1 -Preparacao do-derivade nao-substituido (X=H)

As-etapas de preparacio-e-purificacio do-eemposte (X=H), bem
comeo- a de separacie dos isémeres E e Z foram realizadas com a
colaboracdo do grupe- do Prof Dr. Nelsen Duran (Laboratério. de

Quimica Biolégica, Institute de Quimiea - UNICAMP).

3.1.1 - Reacao de-acilacao de Friedel-Crafts

A uma soluc@o-contendo- cloreto-de-acido benzdico (2,0 mmoe]) e
cloreto- de- aluminio- (3,0- mmol) em- dissulfeto- de carbono (8 ml),
adicionou-se- 4-bromobifenila (1,72 mmeol). A solucio foi submetida a
refluxada por 8 horas-e, em seguida, resfriada a 0°C pela adicdg de
gelo. O solvente foi evaporado e a mistura extraida com cloroférmio (30
mLE) e agua (2x 10 mL). A fase orgénica foi separada, lavada ¢om
solucdo de hidréxido de sédio 10% (10-mL) e-dgua (2x 10-mL), e seca
sob sulfato de magnésio. Apds filtracdo, o solvente foi destilado sob
pressdo reduzida. Obteve-se a cetona por reecristalizacio em uma

mistura de diclorometano e hexano (De Conti, 1996).

3.1.2 - Reacao de Wittig
A uma solucie contendo brometo de [(-dimetfilamine etil

trifenilfosfonio (2,15 mmol) em tetrahidrofurane (12 mL) adicionou-se,
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lentamente, sob atmosfera de argénio, uma solugiio 2,5 mol. L' de n-
butil litio em hexano (2.21 mmol), mantendo-se a agitacdo, a
temperatura de 0°C e sob atmosfera inerte, por um periodo adicional
de 30 minutos. Em seguida, adicionou-se, lentamente a mistura
reacional, a cefona produzida na etapa anterior (1,07 mmel). A selugio
foi agitada a4 temperatura ambiente por uma noite ¢ a mistura foi
extraida com dicloremetano (200 mL) e agua (2x 10 mL). A fase
organiea foi separada e seea sob sulfato de-magnésio. Apos filtraclo, o
solvente foi evaporade seb pressdo reduzida, obtendo-se um ¢leo
amarelo. O produto brute-foi perecoelado-em uma coluna contendo silica-
gel, utilizande-se come eluente-acetate de etila / metanol (gradiente 1-
10%), obtendo-se 3 fracées principais: A primeira fracdo foi
identificada eomo cetona, a-segunda como o 6xido de trifenilfosfina e a
terceira, o coemposto- (X=F) com 60% de- rendimento. Seguiu-se a
purificacio de produte através de cromatografia de camada delgada
preparativa em silica-gel (2-25 1), utihizando-acetato de etila / metanol

na proporcio-90:10 (wwl) como fase-mével (De-Conti, 1996).

3.1.3 —Separagao dos-isémeros geométricos Ze F
Foi utilizada a téenica de cromatografia de camada delgada
preparativa em silica-gel (2-25 p) para a separacio dos isdmeres. Cada

placa foi eluida pelo menos 8 vezes utilizando-se- como fase- moével, o
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sistema éter / hexano / hidroxido de amoénto, na proporcdo 70:30;0,5
(vvi).

Os compostos obtides em todas as etapas de preparagdo foram
caracterizados por téenicas- espectroscépicas de UV (ultravieleta), TV
(infra vermelho), RMN!H (ressonancia magnética nuclear de préton), e

MS (espectrometria de-massa) previamente-descritas (De Contl, 1996).

3.2 - Avaliacao-da atividade tripanossomicida in vitro

A avaliacao da atividade tripanossemicida in vitro foi feita com a
colaborac@io do grupo da Pref: Selange Lisboa de Castro (Laberatdrio
de Ultrestrutura e Biolegia Molecular, FIOCruz - RJ).

As formas tripomastigotas de T. eruzi (cepa Y) foram obtidas de
camundongos com pieo de parasitemia entre 7 e 22 dias apds
inoculaefo. Os parasitas foram isolades, per centrifugacio diferencial,
do sangue dos animais.

Os parasitas foram mantidos na presenca ou auséncia -de cada
droga (mistura isomériea 1:1 e isdmeros isolades), em meio de cultura
DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium), desde 2 até 72 horas apés
a incubacfio a 37°C. A avaliacio de mobilidade ou sobrevivéncia de
tais formas do parasita foi realizada examinando-as ao microscopio ou

contando-as em camaras de Neubauer (De Castro e col., 1987).
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3.3 - Avaliacae da citotoxicidade
A avaliacdo da citotoxicidade do composto (X=H) foi feita com a
colaboracdo do grupo da Prof: Marcela Haun (Laboratério de Cultura

de Células, Instituto de Biologia — Unicamp).

3.3.1 - Manutencao da cultura celular

As células utilizadas foram fibroblastos de pulmao de hamster
chinés, linhagem estabelecida em cultura V79.

Para dar inicio aos ensaios de citotoxicidade procedeu-se ao
descongelamento das células V79 cujos estoques sdo armazenados sob
nitrogénio liquido.

Um tubo com células foi retirado do nitrogénio e, imediatamente,
colocado em uma estufa a 37°C. Apés cerca de 15 minutos, o1 removido
o sobrenadante, composto de meio de cultura DMEM supiementado
com 20% de soro fetal bovino e 10% de dimetilsulfoxido. O aglomerado
de células que permaneceu no fundo do tubo foi homogenizado com 1
ml de meio de recondicionamento (meio de cultura metabolizado por
células em fase de crescimento) e colocado em uma placa de Petri
contendo mais 4 ml do mesmo meio. Quando foi observada a fixacéo
das células na placa (cerca de 6 horas depois) o meio de cultura foi
trocado novamente. O primeiros repiques foram realizados 4 medida
em que as células atingiam a densidade de confluéncia. A fase de

adaptacdo das células ao novo ambiente durou aproximadamente uma
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semana. Dessa etapa em diante, a cultura foi mantida continuamente
através de repiques periodicos.

O cultivo foi realizado em meio DMEM, contendo 100 U.m1.! de
penicilina e 100 pg.mL ! de sulfato de estreptomicina, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB). A incubacfo foi feita em estufa a
37°C sob atmosfera imida e contendo 5% de CO2 (Melo, 1996).

Os compostos, antes de serem utilizados nos tratamentos, foram
dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidos em meio DMEM. A
porcentagem de DMSO ndo ultrapasson 0,1 % em todos os
tratamentos.

Nos trés diferentes ensaios de citotoxicidade, descritos a seguir,
o plagueamento foi realizado inoculando-se 3x19% células.ml ! em cada
poco da placa (96 pocos). As células foram incubadas por 48 horas a 37°
C. Apos este periodo, as células foram expestas durante 24 horas a
diferentes concentragdes dos compostos (de 2 a 15 pmol.L-! para os
ensaios de DNA ¢ VN e de 5 a 19 umol.I'! para o ensaio de MTT). Os

ensaios foram realizados em triplicatas (Melo, 1996).

3.3.2 - Quantificacao de DNA (DNA)

Apoés a incubag¢fo e remogio do meio com droga, as células foram
lavadas com PBS-Ca?*, fixadas com écido tricloroacético 5 %, lavadas 2
vezes com etanol (todas as soluctes geladas), secas sob temperatura

ambiente e lisadas com hidrdxido de sédio 0,5 mol. L' (1 mL/pocgo, 1



22

hora a 37°C). A absorbincia do lisado foi medida a 260 nm em
espectrofotémetro UV/Vis. O crescimento relativo das células tratadas
com os isdmeros foi expresso em porcentagem em relaglo ao controle
(células sem tratamento) nas mesmas condi¢des experimentais. Foram
construidos os graficos de proliferacdo das células em relacdo ao
controle versus concentracéio, obtendo-se, por interpolacfo, o valor de

ICso para cada composto (Cingi e col., 1991).

3.3.3 - Incorporacao de vermelho neutro (VN)

Apbs o tratamento, o meio de cultura foi removido e substituido
por outro sem soro contendo o corante vermelho neutro na
concentracdo 50 pumolLl, pré-incubado durante 12 horas a 37°C e
filtrado antes do uso, em membrana Millipore (0,22 um). Apds trés
horas de incubacgfo, as células foram lavadas com PBS-Ca?* a 37°C
para retirada do excesso de corante néo incorporado pelos lisossomas.
A cada pocinho foi adicionado 1 mL: de uma solugdo aguosa contendo
acido acético glacial {(1%) e etanol (50%) para fixar as células e extrair
o corante incorporado nos lisossomas. As placas foram agitadas por 20
minutos em um agitador de placas e a absorbancia das solucdes foi lida
a 540 nm em espectrofotdometro UV/Vis Foram construidos os graficos
de captacdo do corante em células tratadas em relacio ao controle

versus concentracio, obtendo-se, por interpolacéo, o valor de ICso para

cada composto (Riddell e col., 1986).
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3.3.4 - Reducao do sal de tetrazélio, MTT (MTT)

Apbs o tratamento, 0 meio de cultura foi removido e substituido
por outro sem soro contendo o MTT (1 mg.mL7"). As células foram
incubadas por 5 horas, tempo necessario para ocorrer a reducio do sal
de tetrazdlio ao formazan. O meio foi retirado cuidadosamente e
adicionou-se 1 mL de etanol para a solubilizacio do formazan. As
placas foram agitadas por 10 minutos e a absorbancia referente a cada
poco foi lida a 570 nm em espectrofotémetro UV/Vis (Denizot e Lang,
1986). Foram construidos os graficos de reducdo do MTT em células
tratadas em relagdo ao controle versus concentragiio, obtendo-se, por

interpolac¢#o, o valor de ICso para cada composto.

3.4 - Avaliac¢éio da toxicidade aguda in vitro

Os ensaios de avaliacdo da toxicidade aguda com a bactéria
Escherichia coli foram realizados em colaboracgio com o grupo do Prof.
Dzr. Nelson Duran.

Inicialmente preparou-se o meio de cultura: em 800 ml de 4gua
foram dissolvidos 7 g de fosfato bibasico de potassio (K:HPO4), 3 g de
fosfato monobasico de potassio (KHzPOy), 0,5 g de 4cido citrico, 1 g de
sulfato de aménio (NH4)2S04 e 0,2 g de sulfato de magnésio MgS04. O
pH dessa solugéo foi ajustado para 7 com a adicio de hidréxido de

sodio. O meio de cultura foi entéio aquecido até a ebulicdo, sendo depois
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resfriado a 90°C. Ao atingir essa temperatura, adicionou-se 200 mL de
uma solugiio agquosa de glicose 10% p.v-1.

A bactéria E. coli (em agar) foi inoculada no meio de cultura e
este foi mantido a temperatura ambiente até que a suspensio
comecasse a se turvar. Nesse- momento, a suspensdo bacteriana foi
transferida para um banho-maria a 37°C e o CO: liberado foi
determinado por FIA varias vezes, até que a concentracdo do mesmo
chegasse a 0,5 mmolt.

Aliquotas de 50 mL da suspenséo obtida foram transferidas para
Erlenmeyers, adicionando-se um dos compostos {(mistura e isémeros
1solados) a cada uma delas a varias concentracoes. Manteve-se a
temperatura em 37°C.

O frasco que nfo recebeu nenhuma droga serviu como controle.
O monitoramento de COz foi feito a cada 20 minutos e a concentrag#o
do gas, nos diversos frascos, foi determinada por interpolacio com o
controle (=100%). O tempo total do experimento foi igual a 100

minutos (Moraes, 1995).
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3.5 - Avaliagao da toxicidade in vivo

3.5.1 - Teste de Toxicidade Aguda {dose simples)

Neste ensaio foram utilizados 50 camundongos Swiss machos,
peso médio de 30 g, provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da
Unicamp).

Os animais foram mantidos em regime de “quarentena” por um
periodo de minimo de duas semanas em nosso biotério, sob regime de
claro-escuro de 12 horas, temperatura (25 £ 1 °C) e umidade (65%)
controladas, recebendo racio balanceada Nuvilab CR-a {(Nuvital) e
hivre acesso a Agua. Apds jejum de 12 horas os animais foram pesados
e divididos aleatoriamente em cinco grupos (10 para o grupo controle e
40 para os grupos tratados). Os grupos receberam, por via intra
peritoneal (volume de dose de 10 mL.kg 1), os seguintes tratamentos:

- grupo controle: solucio agquosa de Tween 80 a 12% (veiculo);
- grupos tratados: isémeros Z e E suspensos no veiculo acima, doses de
100 e 140 mg kg1

Meia hora apdés a administracio das substincias cada
camundongo foi observado de acordo com pardmetros de analise
comportamental geral, relacionados a sintomas produzidos pela
administracdo dos compostos, tais como: alteracdo de pélos, pele e
mucosas; sistemas respiratorio, circulatério, nervoso central e

periférico; atividade somatomotriz e comportamental. Os animais
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foram observados durante as primeiras 4 horas a cada uma hora e
apos 24 e 48 horas dos tratamentos.

A avaliacdo fo1 feita por atribuicdo arbitraria de escores, sempre
considerados em relacio aos animais controle. Nesse sentido, os
pardmetros que inicialmente receberam escore 4, poderiam diminuir
até 0, no caso de desaparecimento do sintoma analisado, ou aumentar
até 8 no caso de aumento da resposta. No caso de respostas com nota
zero, s0 seria possivel o aumento do efeito analisado, até um valor

maximo de gquatro (Souza-Brito, 1994).

3.5.2 - Teste do Campo Aberto (“Open Field”)

Neste ensaio foram utilizados 14 camundongos Swiss machos,
peso médio de 30 g, provenientes do CEMIB - Unicamp.

Apbs o periodo de “quarentena”’, os animais foram mantidos em
jejum por 12 horas e, apds este periodo, foram pesados e divididos
aleatoriamente em dois grupos (7 para o grupo controle e 7 para o
grupo tratado). Os grupos receberam, por via intra peritoneal (volume
de dose de 10 mL.kg1), os seguintes tratamentos:
grupo controle: solucdo aquosa de Tween 80 a 12% (veiculo);
grupo tratado: derivado (X=H) como mistura isomérica 1:1 suspenso no
veiculo acima, na dose de 100 mg.kg-1.

Uma hora apdés administracdo da substancia, cada camundongo

foi colocado por 5 minutos no campo aberto. No campo, cuja area de
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2025 ¢cm? é subdividida em 9 quadrantes de 15 x 15 em cada, foram
dispostos estrategicamente quatro objetos de formas geoméiricas

diferentes, como aparece no esquema da figura 3.

Figura 3: Esquema que mostra a disposicdo de objetos no campo
aberto.
No periodo de observacio citado, foram observados, para cada
animal, os pardmetros de analise comportamental, que se seguem:
- locomocdo: relaciona-se com o nimero de quadrantes que o animal
invadiu com as quatro patas;
- interacdo com objetos: niimero de vezes em que o animal interagiu
com os diferentes objetos do campo;
- “levantamentos”: nimero de vezes em que o animal se apoiou nas
patas traseiras, assumindo posi¢do bipede;
- asseios: namero de vezes que o animal lambeu as patas dianteiras e
realizou asseios da pelagem.
- fezes e urina: nimero de vezes em que o animal defecou e/ou urinou

(Walsh e Cummins, 1976).
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36 - Investisacio do mecanismo de - acao

tripanossomicida

Os ensaios de investigacdo do mecanismo de agdo do composto
(X=H) como possivel IBE foram realizados utilizando-se o fungo

Trichophyton rubrum e formas epimastigotas do T. cruzi.

3.6.1 - Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares de investiga¢do do mecanismo de acao
do composto (X=H) foram realizados com a colabora¢&o da Dre. Elisa
Esposito da Fundagdo Tropical de Pesquisas e Tecnologia - “André
Tosello” (Campinas - SP) e do grupo do Prof. Dr. Nelson Duran.

Examinou-se a atividade antiftngica do composto (mistura Z/E)
utilizando-se o fungo Trichophyton rubrum cepa 5507 CCT (origem:
micoteca da UFPE, Recife, PE).

Ensaio em meio sélido: O fungo foi inoculado em meio agar /
extrato de malte 4% contendo, em duplicata, as concentragoes de 10,
50, 120, 240 e 360 pmol L/t da mistura isomérica 1:1, dissolvida em
DMSO. No controle adicionou-se o solvente a 4% (concentrac¢ao
mAxima utilizada). A cultura foi incubada a 28°C por 5 dias.

Ensaio em meio liguido: O fungo foi inoculado em meio de
extrato de malte 4% contendo, em duplicata, as concentragoes de 10,
50, 120, 240 e 360umol.Li'! da mistura isomérica 1:1, dissolvida em

DMSO. O solvente foi adicionado a 4% no controle. A culfura foi
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incubada a 30°C sob agitagéio rotatéria de 110 rpm, por 5 dias (Favre e

Ryder, 1996).

3.6.1.1 - Analise do Extrato Lipidico de 7. rubrum

Hidrdlise de lipideos saponificiveis: foram adicionadas as
solucbes KOH 10% em etanol/dgua 90:10 e pirogalol 2% em etanol a
cada frasco. Aqueceu-se a mistura a 80°C por 10 minutos e resfriou-se
a mesma a temperatura ambiente.

Extracdo de lipideos n#o-saponificaveis (esterdis): extraiu-se a
fase orgédnica 2 vezes por adiciio de éter de petrbleo e agua e
centrifugacao a 500 x g. Evaporou-se o solvente dos extratos obtidos e
0s mesmos foram redissolvidos em n-hexano (Favre e Ryder, 1996).

As andlises cromatogrificas do extrato lipidico do fungo foram
realizadas por TLC (Cromaitografia em Camada Delgada) e HPLC
(Cromatografia Liquida de Alia Eficiéncia).

Anglise por TLC: para tanto, foram utilizadas placas de silica
Merck 0,2 mm e diclorometano como fase mével (Favre e Ryder, 1996).
A revelacao da placa foi feita utilizando-se iodo sublimado.

Analise por HPLC: foi feita nas seguintes condicoes: coluna de
silica 250 mm x 4,6 mm DI, detector UV a 245 nm e fase moével
composta de diclorometano/metanol 0,025% num fluxo de 1mL.min-!
(Peacock e Goosey, 1989). O aparelho utilizado é da marca Shimadzu,

modelo LC-10AD,
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3.6.2 - Analise do Extrato Lipidico de T. cruzi

Os ensaios de investigaciio do mecanismo de acfio do derivado
sobre formas epimastigotas de 7. cruzi (cepa Y) foram realizados com a
colabora¢do da Profr Dre  Adelaide Faljoni-Alario (Depto. de
Bioguimica, Instituto de Quimica-USP-SP) e do Prof Dr. Nelson
Duran.

Os parasitas, fornecidos pelo Laboratério da Proft Dra Maria
Julia Manso Alves (Depto. de Bioquimica, Instituto de Quimica-USP-
SP), foram incubados a uma densidade de 107 epimastigotas.mL-! a 28°
C, com agitacdo de 120 rpm. Ao mesmo tempo, adicionou-se o composto
(X=H), dissolvido em DMSO, cuja concentraciio maxima do solvente foi
de 0,1%, em duas concentracoes diferentes (12 e 25 pumol. LYy em
duplicata. Ao controle adicionou-se apenas o DMSO. A contagem dos
parasitas foi feita em cAmara de Neubauer, utilizando-se um
microscopio optico (Larralde e col., 1988).

Apds 24 horas, as formas epimastigotas (amostras controle e
tratada) foram coletadas por centrifugacio a 1000 x g durante 10
minutos e lavadas 3 vezes com tampfio Normal (NaCl 140 mmol.L!,
KCI 11 mmol. L}, Tris 75 mmol. LY, pH 7,4 - ajuste com HC! 0,3 mol.L-
). As células lavadas foram extraidas durante uma noite com 30
volumes de cloroformio;metanocl 2:1 (vvl), filtradas e secas num
rotavapor. Os extratos foram ressuspensos em cloroférmio: metanol 9:1

(vv'1), secos novamente, dissolvidos em cloroférmio a uma concentracéo
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de 10-20 mg de lipideos totais.mL! e armazenados sob nitrogénio
gasoso a -20°C até sua utilizacio. Este ensaio foi realizado 2 vezes nas
mesmas condicoes. Num terceiro ensaio, os parasitas foram expostos &
droga durante periodos de 24 ¢ 48 horas.

Lipideos neutros e polares foram separados, por percolacdo, dos
extratos em uma coluna de acido silicico. Para extrair os lipideos
neutros utilizou-se, como fase mdvel, o sistema cloroférmio:metanol 2:1
(v/iv) (cerca de 300 ml) e, para extralr os polares, o sistema
cloroférmio:metanol 1:1 (vv'!) (cerca 200 mL). As fracoes de lipideos
neutros foram analisadas por cromatografia de camada delgada,
usando placas de silica-gel (Merck 5538-7) e foi utilizado o sistema
heptano:éter di-isopropilico:acido acético glacial 60:40:4 como eluente.
A revelacdo dos cromatogramas foi feita vaporizando as placas com
acido sulfairico 50% e aquecendo-as a 100°C (Larralde e col., 1988).

Na etapa seguinte, procedeu-se & saponificacdo das fracdes com
lipideos neutros, usando refluxo por 90 minutos em solucio de NaOH
0,3 mol.L-:metanol 9:1 (vv'!). Os lipideos ndo-saponificaveis (esterdis)
foram extraidos com éter de petréleo e secos em sulfato de magnésio. O
solvente foi evaporado em rotavapor e os extratos foram armazenados
sob atmosfera inerte a -20°C (Urbina e col., 1991).

Iniciou-se a analise dos extratos por HPLC e CG-MS

(Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectro de Massa).



As condi¢tes de analise em HPLC foram: coluna C-18 de 25 cm
(Shim Pack CLC-ODS (M)), detector UV a 208 nm, metanol como Fase
movel e Tluxo de 2mL.min! Manzi e col.,1996). O aparelho utilizado é
‘da marca Shimadzu, modelo L.C-10AD.

Foram testados alguns solventes (hexano, diclorometano,
metanol e a mistura diclorometano/metanel em varias proporcdes)
para promover uma dissolu¢o adequada dos extratos e também evitar
problemas posteriores 4 injeco das amostras no sistema HPLC como,
por exemplo, uma incompatibilidade deo solvente com a coluna
utilizada. A mistura diclorometano/metanol 9:1 (vv-) foi escolhida
para a continuacio das analises.

Para a quantificacdo de ergosterol e esqualeno nas amostras,
contruiu-se curvas de calibragio de ergosterol e esqualeno
(concentracdes de 25, 50, 100, 200 e 400 pmol.LY), usando colesterol
como padrao interno (100 pmol.Li-1).

As condigdes de analise em CG-MS foram: coluna capilar de alta
resolugdio (Ultra-2 - 25 m x 0,20 mm DI, 5% polifenilmetilsiloxano,
filme de 0,33 um) em cromatégrafo gasoso marca Hewlett-Packard
5890 - série II acoplado a um detector de massa HP5971A. Apés a
injeclio a coluna foi mantida a 50°C por 1 minuto; em seguida, a
temperatura foi aumentada para 270°C a uma taxa de 25°C.min" e,
finalmente, a 300°C numa taxa de 1°C.min-!. O fluxo de gis carregador

(hélio) foi mantido constante a cerca de 1,0 mL.min!. A temperatura
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do injetor foi mantida a 250°C e a do detector a 280°C (Liendo e col.,
'1998).

Foram testados trés solventes para essa analise (diclorometano,
acetato de etila e hexano). O hexano foi o solvente utilizado nas

injecdes seguintes.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Sintese do composto (X=H)

A gintese do composto (X=H) se deu de acordo com uma rota
(figura 4) que consistiu de duas etapas: a primeira é uma tlpica
acilacdo de Friedel-Crafts, na qual reagiu-se 4-bromobifenila com
cloreto de 4acido benzdico, obtendo-se uma cetona com 80% de
rendimento. A segunda etapa corresponde a reacido de Wittig, onde
reagiu-se a fosforana, obtida a partir de brometo de B-dimetfilamino
etiltrifenilfosfonio, com a cetona obtida na primeira etapa. Obteve-ge,
entao, o composto (X=H) com 60% de rendimento, apés purificacio por

cromatografia de coluna (De Conti, 1996).

£oa

-0-0to _ Yy

nBuli
THF C——=7( CH,

* N
sz
(CHg)sNCHCH,PPhs Br’

Figura 4: Esquema da rota sintética do composto (X=H).
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As sinteses da cetona e do produto Tinal Toram confirmadas pelas

técnicas de espectroseopia UV, IV, RMN'H e MS. A Tabela 1 mostra os

dados fornecidos pelos espectros contidos no anexo 2.

Tabela 1: Resumo dos dados fornecidos por espectros de UV, IV,

RMN'H e MS da cetona e do derivado (X=H).

Técnica Cetona Composto (X=H)
solvente:
CH:Cl: |

IV 3055,6 (u C-H arom.) 3029,3 (v C-H arom.)

(em') - 11643,9 (v C=0) 1662,3 (L C=C trissubst.)
pastitha 1893 9 (5 C.H arom. p-dissubst) |1480,2 (U C-C arom. p-dissubst.)
KBr - 1692,4 (6 C-H arom. p- 702,0 (v C-H arom. p- J

monossubst.) | monossubst.)

RMNH 7,80-7,90 (2d, 4H arem.) 17,1-7,6 (m, 13H arom.)

(ppm) 7,60-7,70 (m, 5H arom.) 6,2-6,3 (2t, 1H, C-H)
300 MHz | 7,45-7,55 (m, 4H arom.) 13,0-3,1 (2d, 2H, C-Hz)

solvente: 2,3 (s, 6H, N-(CHz)z)

CDCl;

MS nd 1393/391(M+ ), 378/376 (M~ —
(m/e) CHy), 349/347 (M* —N(CHs),

{316/614 (M — CeHs), 268, 252,

160, 115, 70

nd: nio determinado; v: estiramento; &: flexdo; H: proton; m:
mutiplete; t: triplete; d: duplete; s: singlete; arom.: aromatico; p-

dissubst.:

p-dissubstituido;

p-monossubst.:

p-monossubstituido;

trissubst.: trissubstituido; M+ : radical ion molecular; A: comprimento
de onda.

4.1.2 - Separaciao dosiséomeros Z e E

A separacido de isOmeros geoméiricos é de consideravel

relevincia, tendo em vista as diferencas que tais compostos podem

apresentar em termos de atividade biologica. Essas diferencas ocorrem

porgque, em geral, os isdmeros geométricos apresentam propriedades

fisicas e quimicas diferentes. Nos pares de isébmeros deste tipo, os
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grupos estio separades per disténcias diferentes, o que facilita ou
dificulta, conforme o caso, a interacio com o receptor e explica porque
ndo é igual a intensidade da acfio bioldégica (Korolkovas ¢ Burckhalter,
- 1988).

Para a separacio dos isomeros Z e E (figura 5), utilizou-se a

técnica de cromatografia de camada delgada preparativa como ja

descrito.
C . Cc/mzwg )
@/ ~. CELN(CHL _ ~g

Figura 5: Estruturas dos isdmeros Z e E do composto (X=H).

Os isdmeros foram isolados e as respectivas estruturas foram
confirmadas usando espectroseopia de UV, IV e RMN1!H. Os resultados
obtidos dos espectros (vide anexo 2) estio resumidos na tabela 2.

O isdmero Z apresentou absor¢io maxima num comprimento de
onda de 260 nm e o isdmero £ em 286 nm.

Para o derivado (X=H), a denominaciic Z refere-se ao isémero
que apresenta os grupos bifenil e dimetil amino do mesmo lado e a

denominac¢io ¥ refere-se a configuracio oposta.
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Os espectros de IV dos dois isdmeros séo ligeiramente diferentes.
A banda que caracteriza o estiramento C=C em alceno trissubstituido
estd em 1636,3 cml e 165586 cm’l, para os isébmeros Z e FE,
respectivamente.

A andlise dos espectros de RMN!'H permitiu afirmar que para o
isébmero E, o préton com § 6,3 ppm (triplete, C-H) est4 em campo mais
baixo do que o préton com 3 6,25 ppm {triplete, C-H) do isdmero Z. Ja
os prétons do grupo CH2N {CHs)2 estdo mais protegidos ne isémere E
3,0 ppm (duplete, CHz) e desprotegidos no isdémero Z & 3,1 ppm
(duplete, CHz). O espectro -de -RMN!H -da- mistura Z/E indicou o
mesmo comportamente para proétons aromaticos, vinilicos e de grupo
CH:. Isto permitiu diferenciar os isémeros no espectro da mistura

isomérica.

Tabela 2: Dados fornecidos por espectros de UV, IV ¢ RMN!H dos
isémeros isolados.

286 .
, 3029,3
1636,3 1655.6
1480,2 1480,2
702,0 702,0
7,1-7,6 (m) 7.1-7,6 (m)
6,25 (t) 6,3 (1)
solvente' CDCla 3,1 (d) 3,0 (d)
2.3 (s) 2.3 (s)

m: mutlplete t: trlplete d: duplete, s: singlete.
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4.2 - Avaliacao da atividade tripanossemicida in vitro

A tabela 3 mostra valores de- ICso (concentraciio de composto
capaz de ehlminar 50% des parasitas) da mistura isomérica e dos
isdmeros isolados do derivado (X=H) sobre formas tripomastigotas.

Esses dados sugerem que o isémero Z isolado é mais ative que o
isdmero E. Este resultado, provavelmente, se deve a um maior grau de
afinidade do isémero Z por receptores da forma tripomastigota do
parasita T. cruzi.

Ao se comparar a atividade tripanossomicida da mistura
isomérica (11,0 = 1,4 p mol.Li'!) e do isémero Z (15,8 £+ 4,3 p mol. L),
observou-se que nio houve difei'eng:a significativa entre elas. O

isdmero E fol menos ativo que a mistura e o isémero Z.

Tabela 3: Atividade tripanossomicida da mistura e dos isdmeros
isolados.

Isémero | E 1 Z o |inistura Z1E

ICso(umollY)| 25223 | 158+43| 11,0+ 14

Assim, uma ordem crescente de susceptibilidade pode ser
estabelecida para as formas tripomastigotas de 7T. cruzi, quando
expostas 4 mistura isomérica e aos isémeros isolados:

E < 7 = mistura isomérica 1:1
Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos para a

mistura isomérica do derivado bromo de N,N-dimetil-2-propeno-1-
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amina e seus respectivos isdmeros geomeétricos (£/7Z) quando. os
mesmos foram também avaliados sobre formas tripomastigotas do 7.

cruzt (Fernandes, 1997; Pereira e col., 1998).

4.3 - Avaliacao da citotoxicidade

A avaliagdo da citotoxicidade dos compostos foi realizada
utilizando-se ' células fibroblasticas V79, provenientes de pulmioc de
hamster chinés.

Visando obter informagtes sobre efeitos toxicos especificos em
diferentes - organelas ou fungdes celulares; Toram utilizadas trés
metodologias (DNA, VN e MTT) que  avaliam diferentes alvos
celulares.

Os resultados obtidos estfio resumidos na tabela 4 para cada
ensato foi feito em triplicata. As respectivas curvas dos graficos
(figuras 6, 7 ¢ 8) representam a média dos valores obtidos em. 12
replicatas para cada concentracdo de droga avaliada. O tratamento
estatistico dos dados foi realizado através do célculo da ANOVA nio

paramétrica (Kruskal-Wallis), seguido do teste de Fisher.

Tabela 4: Citotoxicidade da mistura e dps i_s_ﬁmeros isolad_os.

T DNA - | NN MTT
Mistura.Z/E . | 10,8+0,7 14,9 + 0,3*
Isbmero Z. . 5,3 = 0,6* 9,1+ 0,4*
‘Is6mero:; 10,7 £ 0,8 16,1 + 0,4*

* valores estatlstlcamente diferentes entre si, Fisher p < 0,001
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A determinac@o do contetido total de DNA (DNA), cujo ebjetivo é
avaliar a capacidade proliferativa das células (Knox e col.,, 1986),
mostrou diferencas na toxicidade dos compostos. O isémero Z
apresentou o dobro da toxicidade (expressa nos valores de 1Cs) obtida
para o isdmero E e para a mistura dos mesmos. O grafico da figura 6
revela padroes de decaimento semelhantes entre os compostos testados

no que se refere ao contendo de DNA medido.

100+ - —a— mistura E/Z 1:1
T —O0— ig6mero K
80 - L = —e— igdmero Z
i i,
o  60- E\I
N
40+ :
g _\T I\“"“‘HI
i .\ L
20 N *
0 \F._a
i \I
0 1 T 1 I I ' I 1 1

[Composto] u mol L

Figura 6: Determinacio do conteiido total de DNA (DNA - leitura a
260 nm) de células V79 expostas & mistura e aos isdmeros isolados.

Nos ensaios de avalia¢io da integridade dos lisossomas, onde foi
medida a capacidade das células vivas de incorporar o corante VN, os
compostos demostraram toxicidades semelhantes entre si, 0 que pode
ser observado tanto através do perfil das curvas (figura 7) quanto pelos

valores de ICso obtidos (nfio h4 diferenca estatistica entre eles).
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100+ —aA— mistura £/Z 1:1
E —Oo0— isOmero E
80- —e— igomero Z
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Figura 7: Avaliacdo da integridade lisossomal (VN - leitura a 540
nm) de células V79 expostas & mistura e aos isémeros isolados.

A toxicidade do composto (X=H) foi maior no ensaio de VN em
relacdo aos resultados obtidos nos outros ensaios de citotoxicidade.
Esse efeito foi observado para este e outros derivados de N,N-dimetil-
2-propeno-1-amina (De Conti, 1996; De Conti e col., 1998).

Compostos que apresentam carater anfifilico (um grupamento
amino primério e uma regifo hidrofobica) que se acumulam no
lisossomas induzindo a lipidose sdo denominados lisossomatrépicos. O
fendmeno da lipidose ocorre, provavelmente, pela interacdo dessas
substancias com fosfolipideos, provocando a desestabilizacdo das
estruturas componentes da membrana lisossomal e,
consequentemente, o acimulo das mesmas no interior da organela (De

Conti, 1996).
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As alteracbes produzidas por agentes lisossomatrépicos
provocam a reducdo na incorporacdo de VN e isto faz com que seja
possivel distinguir células viaveis de células danificadas ou mortas
(Borenfreund e Puerner, 1984).

Drogas que induzem a lipidose causam lesdes no sistema nervoso
central, provocando alteracdes no fecido ocular (Hein e col. 1990). A
zimelidina é um antidepressivo que foi retirado do mercado por
apresentar efeitos colaterais severos, ‘induzindo a lipidose e
apresentando neurotoxicidade. No entanto, drogas como a
clorpromazina e a amitriptilinea mostraram pronunciado -efeito
lisossomatropico em cultura de células mas nio induzem a lipidose em
humanos (Lullmann e col., 1978).

Existe a possibilidade de que os derivados de N,N-dimetil-2-
propeno-l-amina, por terem demonstrado toxicidade especifica sobre
os lisossomas e apresentarem um grupo amino e uma regifo
hidrofébica, possam também induzir a lipidose.

E interessante ressaltar a existéneia de alguns  compostos
triciclicos usados como antidepressivos (imipramina e derivados) que
sdo lisossomatropicos e apresentam atividade contra o T. cruzi (Doyle
e Weinbach, 1989). B provavel que esse carater anfifilico possa estar
relacionado com a atividade antiparasitaria desses compostos (Duve e

col., 1974).
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A redugéio do sal de tetrazolio MTT a formazan, um cristal azul
solavel em etanol, foi utilizada para avaliar o funcionamento correto
das mitocondrias, através da reduc¢do enzimatica do MTT pela
succinato desidrogenase mitocondrial das células viaveis (Denizot e
Lang, 1986). A quantidade de formazan produzida é proporcional a
quantidade de células, pois tal reducdo ocorre somente em células
vivas ou néo danificadas.

‘Alguns estudos detalhados utihzando mitocéndrias extraidas de
homogenatos de figado e hepatécitos intactos indicaram, no entanto,
que a reducao de MTT ocorre, predominantemente, através do sistema
redox NAD(P)/NADP(H) citosélico. A avaliacdo da reducéo do MTT em
células V79, tratadas com conhecidos inibidores ou indutores do
balanco redox citosdlico, confirmou o envolvimento do sistema
NAD(P)/NADP(H) na producio de formazan (Fry e col. 1995).

A citotoxicidade dos compostos foi menor no ensaio de avaliacido
da reducdo de MTT, em comparac¢io com os métodos DNA e VN. O
isdmero Z apresentou maior toxicidade nos trés métodos de avaliacio
da citotoxicidade. Este isdmero, como mostrade na secdo 4.1, foi
também o mais ativo in vitro sobre formas tripomastigotas do 7. cruzi.
Este resultado estd em concordincia com estudos realizados
anteriormente com outros compostos da série (Oliveira e col., 1998).

No ensaio de MTT foi observado um estimulo & reducgio do sal

em células tratadas com baixas concentragdes de composto-teste
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(figura 8). Este comportamento foi observado, anteriormente, ao serem

testados varios derivados de N,N-dimetil-2-propeno-1l-amina na forma

de mistura isomérica (De Conti e col., 1998).
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Figura 8: Avaliacdo da integridade mitocondrial (MTT - leitura a 570
nm) de células V79 expostas 4 mistura e aos isdmeros isolados.

Estes resultados podem ser explicados pela hiperativagdo de um

ou dos dois sitios (balango redox NAD(P)/NADP(H) citosélico e da

enzima succinato desidrogenase mitocondrial) onde tem sido verificada

a reducdo do sal.

Esta hiperativagio sugere que talvez exista um

mecanismo de defesa celular, que se manifeste quando um agente

toxico se encontra baixas concentracoes. Nio se sabe, ainda, se os

compostos testados atuaram somente sobre a mitocodndria ou se fal

comportamento reflete um mecanismo dual de atividade citotéxica.
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Sabendo-se que o consumo de oxigénio estd relacionado com o
correto funcionamento do ciclo de Krebs, no qual participa a succinato
desidrogenase que reduz o sal MTT, propde-se que este mecanismo de
citotoxicidade do composto seja elucidado através da medida do
consumo de oxigénio pela cadeia respiratdria, utilizando mifocondrias

isoladas.

4.4 - Avaliacio da toxicidade aguda in viiro

Os testes de toxicidade aguda da mistura isomérica e dos
isémeros em bactéria (E. coli) foram realizados em duplicata tendo-se,
como pardmetro de avaliagdo, a inibi¢do da respiracdio microbiana.
Este parametro foi medido através do monitoramento de COz que é
liberado pela bactéria durante o processo de fermentagéo da glicose.

A tabela 5 apresenta os valores de ICso obtidos para os trés
compostos em relacdio ao controle. A andlise estatistica dos dados foi
feita através do calculo da ANOVA seguido do teste t de Duncan. A
toxicidade dos isdbmeros isolados foi estatisticamente diferente, sendo
que o isdbmero E mostrou-se mais toxico que o Z neste ensaio. Ja a
mistura isomérica apresentou-se levemente menos tdxica que os
isdmeros isolados.

Tabela 5:Toxicidade aguda in vitro (E. coli) da mistura e dos
isdbmeros isolados

ICss(nmol/L)| 3,8+ 0 1% 5ﬁ +0, 3* 6, 5t 03*
*valores estatisticamente diferentes entre si, t de Duncan p< 0,05
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A diferenca observada na ordem de toxicidade dos compostos
entre os ensaios de citotoxicidade e os de toxicidade aguda in vitro
sugere que os mecanismos de acdo tOxica dos compostos sobre

fibroblastos e sobre E. coli sdio, provavelmente, diferentes.

4.5 - Avaliacio da toxicidade in vivo

1.5.1 - Teste de Toxicidade Aguda (dose simples)

Neste ensaio, as doses dos isdmeros isolados utilizadas foram
estipuladas de acordo com resultados obtidos por Pereira (no
publicados) durante ensaios para a obtencdo da DLso do composto
(X=H) na forma de mistura isomérica 1:1. Por nao haver quantidades
suficientes dos isdémeros isolados para a utilizacdo de outros niveis de
dose, decidiu-se utilizar um valor acima (140 mg.kgl) e outro abaixo
(100 mg.kg?) do valor da DLsy da mistura isomérica, que é 123 mg. kg
(dados néo publicados).

A analise estatistica dos escores obtidos para cada grupo nos
pardmetros avaliados foi feita através de ANQOVA nfo paramétrica
(Kruskal-Wallis) seguida do teste de comparagoes multiplas.

O caleulo da ANOVA mostrou que os parametros atividade geral,
resposta ao toque, contor¢do, posicdo do trem posterior, tdnus do corpo
e ataxia foram os que apresentaram alguma diferenca estatistica entre

os grupos avaliados.
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A atividade geral esta relacionada ao estado consciente e a
disposicio dos animals. Os outros paraimetros citados acima sio
usados para a avaliacdo da atividade somatomotriz e¢ do ténus
muscular.

Em todos os pardmetros analisados apenas o composto E, nos
dois niveis de dose utilizados, produziu alteragdes significativas em
relacdo ao grupo controle. Na comparacio entre os dois isémeros, o
composto £ mostrou-se mais téxico que o Z.

No decorrer do experimento, os animais tratados que sofreram
alteracoes no comportamento geral, apresentaram recuperacio dos
sintomas, nf&o havendo nenhuma mortalidade apbés 24 e 48 horas de
experimento. Estes resultados indicam a reversibilidade da toxicidade

apresentada pela administracdo da substancia-teste.

4.5.2 - Teste do Campo Aberto

O teste do campo aberto é usado como modelo animal para o
estudo de substincias gque estimulam ou deprimem o sistema nervoso
central. Os efeitos mensurados s@c o aumento ou a diminuigdo da
movimentacdo do animal, sua atividade exploratéria e sua
emotividade (Walsh ¢ Cummins, 19786). E relativamente facil, barato,
ndo exige grandes quantidades de droga e, ao mesmo tempo, pode
oferecer informacoes importantes relativas a neurotoxicidade da droga

em estudo.
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Neste trabalho, o interesse em testar a toxicidade do derivado
(X=H) sobre os animais no teste do campe aberto se deve ao fato de
existir uma grande similaridade estrutural desse composto com a
zimelidina, um antidepressivo comprovadamente neurotdxico gue
atualmente é utilizado como controle positivo em modelos animais de
depressdo.

Fixou-se a dose do derivado {(mistura isomérica 1:1) a ser
utilizada neste experimento em T00 mg.kg!, tomando-se por base os
resultados obtidos por Pereira-(dados nio publicados) que mostraram
nido haver alteracdes comportamentais em camundongos tratados com
uma dose de 80 mg.kg! do derivado néo-substitujdo.

Os resultados obtidos, para cada um dos pardmetros avaliados,
utilizando-se uma dose de 100 mg.kg! do composto, estdo reunidos na
figura 9. Os dados estéio apresentados como o numero de vezes em gue
o comportamento analisado foi observado + desvio padrao.

A analise estatistiea-dos dados (este-t de Student), demonstrou
que nio ocorreram alteracdes significativas no comportamento
(movimentacio e emotividade) dos animais, uma hora apdés o
tratamento com a droga, quando comparado ao comportamento dos
animais do grupo controle. No pardmetro que avalia a capacidade
exploratéria dos animais através da interagdo com objetos, fol
observada uma reducao significativa no nimero de interagées com 0s

objetos do campo para o grupe tratado. Este resultado revela que



49

houve alteracio na capacidade de percepcdo e discriminaciio dos

animais tratados em relagdo ao grupo controle.

80 [ 1 Controle
70 T Tratado

Numero de eventos

locomogio asseios pos. bipede int. cbjetos
Pardmetros

Figura 9: FEfeitos comportamentais do derivado n#o-substituido
(mistura E/Z 1:1) e do veiculo sobre camundongos, observados no teste
de campo aberto emn camundongos (n=7). * p< 0,05, teste t de Student.

A grande variabilidade entre os dados obtidos dentro de cada
grupo levou a obtencao de desvios padrio altos. O fato de nio existir
diferenca estatistica significativa entre grupo de animais controle e
tratado para a maioria dos parimetros analisados, pode estar
relacionado a esses desvios. Sendo assim, torna-se necessario que este
experimento seja realizado, posteriormente, com um nimero maior de

animais em cada grupo.



4.6 - Avaliacao da atividade tripanossomicida in vivo

A atividade tripanossomicida in vivo, previamente determinada
para a mistura isomérica do derivado (X=H) {Pereira e col., 1998),
mostrou que nio houve reducdo - significativa dos niveis  de
parasitemia; logo, a mortalidade em camundongos com 5 dias de
parasitemia, tratados com uma dose timica de 200 mg. kg? do derivado
nio-substituido, ndo fei alterada.

Decidiu-se, portanto, suspender os estudos de atividade
tripanossomicida in vive dos isdmeros isolados, tendo em vista a baixa
atividade apresentada pela mistura isomérica e as dificuldades em se
obter massa suficiente de tais compostos para a realizacio dos testes

com doses mais altas (300 mg.kg-l, por exemplo).

4.7 - Investigacio do mecanismo de acio

tripanossomieida

O estudo do mecanismo de acdo do composto (X=H), como
possivel inibidor da biossintese do ergosterol, foi realizado utilizando-

se o fungo Trichophyton rubrum e formas epimastigotas do 7, cruzi.



4.7.1 - Ensaios preliminares

O fungo T. rubrum foi escolhido porque é mais susceptivel (in
vitro) a drogas como a terbinafina e a naftifina do que as leveduras
Saccharomices cerevisiae e Candida albicans, por exemplo. Essas
alilaminas inibem, especialmente, a esqualeno epoxidase de fungos
patogénicos (dermatéfitos). A inibigdio da esqualeno epoxidase faz com
que a terbinafina tenha uma atividade primaria em relagdo a outros
antimicdticos, ja que tal droga atua na primeira etapa da biossintese
do ergosterol (vide figura 1) (Favre e Ryder, 1996).

A similaridade do derivado de N,N-dimetil-2-propeno-1-amina
com as alilaminas justifica, entdo, a uiilizacgo do fungo 7. rubrum nos
ensaios preliminares de investigacao.

A observacéo visual de placas, com meio de cultura solido, e de
Erlenmeyers, com meio lquido contendo o fungo inoculado com o
composto (X=II), demonstrou que houve inibi¢do do crescimento do
fungo, em relacdo ao eontrole.

Apés dois dias do imdculo, o fungo cresceu apenas nas placas
referentes is concentracoes de 10, 50 e 120 pmol. !, apresentando
ama diminuicdo no crescimento, em relagdo ao controle, com o
aumento da concentracgfio da droga.

Apés trés dias, houve um pequeno crescimento do fungo nas

concentracoes de 240 pmolT! e 360 pmol. L), em relacdo ao controle.
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Em meio Hquido o fungo cresceu mais e o efeito apresentado pela droga

foi semelhante ao da cultura em meio sdlido.

4.7.1.1 — Analise do Extrato Lipidico de T. rubrum

Apbds o procedimento de extracfio, os extratos lipidicos foram
analisados por TLC e HPLC.

A- analise cromatografica por TLC dos extratos lipidicos
demonstrou a presenca de ergosterol nas amostras controle ¢ a
auséncia do mesmo nas amostras tratadas. Nio se observou acimulo
do esqualeno nas amostras tratadas, o que poderia indicar inibi¢do da
biossintese na etapa de epoxidac¢éo do esqualeno.

A injecdo de padrdes de esterdis na analise por HPLT, forneceu
os tempos de retencfio para o lanosterol e o ergosterol de 12,3 e 14,2
minutos, respectivamente. O tempo de retencéo do esqualeno nio pode
ser medido com exatidfio porque Toi pouco retido pela coluna, saindo
com alguns interferentes do inicio da corrida cromatografica. Nestas
condi¢des, portanto, foram analisados apenas o lanosterol e o
ergosterol.

A anilise cromatografica dos extratos mostra claramente a
inibicdo da biossintese do ergosterol, haja vista a deplec&o deste
esterol nas amostras tratadas com o composto (figura 10). Ocorreu
também nitida reducfio dos niveis de lanosterol em tais amostras, o

que indica um provavel actimulo de esqualeno.
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Figura 11: Cromatogramas das amostras de extrato hpidico de T
rubrum, referentes ao controle e ao tratamento com droga (360 p
mol. L"), E: ergosterol; L: lanosterol; Es: esqualeno.

For necessirio modificar as condigoes cromatograficas para

tornar possivel a analise de esgualeno nas amostras seguintes

(extratos de formas epimastigotas do T, cruzi),

4.7.2 - Analise do Extrato Lipidico de T. eruzi

Nas duas primeiras tentativas, os epimastigotas do 7. cruz
ficaram por um periodo de 24 horas em contato com a droga na
concentracio de 12 p mol L' (1Cs do composto sobre epimastigotas; De
Conti, 1996) e 25. p molL''. Em seguida, iniciaram-se as etapas de
extracio de hpideos.

For necessaria uma  atencdo especial na manipulacao da

quantidade de amostra oblida, em torno de 2 mg de extrato, para se



evitar a interferéncia de impurezas na andlise dos componentes de
interesse.

Nas amostras obtidas através do ensaio de 24 horas, analisadas
por cromatografia de camada delgada e HPLC, observou-se a presenca
de ergosterol, esgualeno e colesterol. Porém, nio foi possivel
diferenciar, atraviés desses métodos, os nivels de esterois presentes.

No terceiro ensaio, utilizou-ze um volume maior de cultura de
parasitas (530 ml) para se obter maior quantidade de extrato. Neste
caso, fol utihzada apenas a concentracio de 12 pmol.L! do derivado.
Obleve-se, entio, cerca de 5 mg de cada amostra nos dois periodos de
incubacao utihzados (24 e 48 horas).

Novamente, as amostras com 24 horas de incubacio ndo
apresentaram diferencas entre s1, quanto A compoesicio de esterdis. Ji
as amostras incubadas a 48 horas, apresentaram diferencas gquando
analisadas por HPLC (figura 11). Através da utilizacio das curvas de
calibragio (vide anexo 3) de esqualeno e ergosterol, pode-se notar que
houve acimulo de esqualeno: 18 pg.ml' no controle e 76 pg.mL' na
amostra tratada e uma pequena reducio de ergosterol: 63 pg.mL' no
controle e 52 ng.ml-!, na tratada.

Também for possivel caracterizar os esterdis presentes nos
extratos lipidicos através da utilizacio da técnica de CG-MS cujo
fundamento ¢ a separacio dos compostos presentes na amostra por

cromatografia gasosa, seguida da andlise de cada um dos componentes
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por espectrometria de massa. A guantidade de amostra utilizada nessa
téenica (1 pb de extrato na concentracio de 10 mg.mL') foi muito

pequena, o que representou uma grande vantagem.
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Figura 11: Cromatogramas das amostras de extrato hpidico de
epimastigotas de T ¢ruzi incubadas durante 48 horas com e sem a
droga (controle). E = ergosterol, C = colesterol ¢ Es = esgualeno.

Com base nos resuliados obtidos, pode-se dizer gue composto
inihe a biossintese do ergosterol de T. eruzi e de T, rubrum: porém, é
necessario um tempo maior de incubacdo para gue se possa observar,
com maior precisio evidéncia, a mterferéncia da droga na hiossintese
do protozoario. Os resultados obtidos nos ensaios com o fungo T.
rrbrum revelaram, com clareza, a inibigdo da biossintese do ergosterol
pelo composto (X=H), pois foi utilizado um tempo de exposigio de 5

dias.



O acimulo de esqualene nas amostras tratadas sugerin que a
ocorreu - Inibi¢do na primeira etapa da biossintese (epoxidacio, do
esqualeno) em epimastigotas de- 7. cruzi. Esse resultadeo indica que,
provavelmente, o composto apresenta um modo-de ac¢do igual ao das
alilaminas.

A reducdo dos niveis- de- ergosterel em formas amastigotas e
epimastigotas, tratadas cem compostes azdlicos e alilaminas; induz
alteracOes ultraestruturais. Lazardi e colaboradores (1990)
observaram, através de  microscopia eletrénica de varredura,
alteragdes como o aumento do velume (entumecimento) do complexo
kinetoplastideo-mitocondria e perda da organizacio da membrana
Interna e de corpos eletronicamente densos de sua matriz. Estes
eventos eoincidem com o inicio da hse celular. Como o derivado (X=H)
apresentou um mecanismo de acio similar ao desses compostos,
sugere-se a - realizacde de um estude pesterior sobre as possiveis
alteracdes ultraestruturais; produzidas em formas epimastigotas, por

este composto.



5 - CONCLUSOES

e Obteve-se sucesso na preparagio do derivade ndo-substituide de N,

N-dimetil-2-propene-1-amina e na separacao de seus isbmeros Ze E
em quantidades suficientes para a realiza¢@io dos ensaios bielégicos;
O composto Z apresentou maior toxicidade nos ensaies  de
citotoxicidade. A maior toxicidade foi observada ac nivel dos
lisossomas (incorperacio de VN), sugerindo efeito lisossomatropico
dos compestos. No ensaio de MTT foi observado estimulo & reducdo
do sal em baixas concentracoes dos compostos;

Nos ensaios de toxicidade aguda in vitro-a ordem de toxicidade fo1 E
- 7'> mistura E/Z. Provavelmente, os- meeanismos de acéo toxica da
droga sobre E. coli e sobre eélulas V79 sao- diferentes;

O isdbmero E foi mais téxico que o Z nos ensaios de toxicidade aguda
in vivo (dose simples) e houve reecuperacdio das fungdes normais
apbs 24h de ensaio;

Nio ocorreram alteracdes significativas nos comportamentos, de
locomocido e emotividade dos animais tratados com ¢ compesto no
teste do campo aberto; entretanto, uma reduciio na capacidade
exploratéria destes animais foi observada;

Observou-se na avaliagdo da atividade tripanossomicida in uviiro,

que o isdmero Z fol mais ativoque o E e semelhante a mistura.
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e Os resultados sugerem inibi¢io da- biossintese do ergosterol como
um possivel mecanismo de a¢do tripanossomicida do derivado de N,

N-dimetil-2-propene-1-amina.
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6 - SUMARY

Recent studies have showed the efficacy of E/Z - 3 - (4" - bromo -
[1,1-bipheny]] - 4- y1)}-(4 -X - phenyl) -N-, N - dimethyl - 2 - propen -
1-amine derivatives on  the  three forms from the  protozoan
Trypanosoma cruzi, the Chagas disease eausative agent. The non-
substituted derivative (X=H) was- one the most-active and less toxic
from these series. In the present work, the compound (X=H) was
prepared and their isomers Z e E separated by thin layer preparative
chromatography for the exeeution of biological assays. The Z isomer
was more active than E isomer on tripomastigote forms from 7. cruzi.
In the DNA content (DNA) and tetrazolium salt reduction (MTT)
assays, using V79 fibroblast cell line, the Z isomer was the most toxic.
In the neutral red uptake (NRU) method, the isomeric mixture and
isolated isomers showed eguivalent toxicities. The compeunds were
more toxies in this method when compared with MTT and DNA. The E
isomer exhibited the high toxic effect in the evaluation of aeute texicity
on Escherichia coli bacteria and swiss male miee. In the open field
assay there was no behavioral alterations in the treated mice with the
isomerie mixture, related to the eontrel. The activity studies of the
compound (X=H) on the fungus Trichophyton rubrum and
epimastigote forms from T. cruzi; indieated that the trypanocidal mode
of action of this ecompound, probably, invelves the ergosterol

biesynthesis inhibition.
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Figura 12: Estruturas de compostos estudados contra o 7' cruzi.(1)
nifurtimox; (2) Benznidazol, (3) alopurinel; (4) mevinolina; (5)
Tolnaftato; (6) naftinina; (7) terbinafina; (8) itraconazol; (9)
cetoconazol; (10) DO870; (11) 22,26-azasterol e (12) 24(R.S), 25-
epiminolanosterol.
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Figura 13: Espectros da cetona: (1) IV, pastitha de KBr e (2) RMN'H,
300MHz e solvente CDCla.
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ANEXO 3

Curva de calibragéo {ergosterol)
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Curvas de calibracdo do ergosterol e do esqualeno

utilizadas nos ensaios de investigagdo do mecanismo de acfo
tripanossomicida do composto (X=H).



