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Resumo

A doenca de Chagas afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. No Brasil, o benznidazol
disponivel possui eficacia limitada e efeitos adversos severos, diante disso existe a necessidade
de buscar substancias com potencial terapéutico. O peptideo antimicrobiano M-PONTX-Dq3a,
isolado do veneno da formiga Dinoponera quadriceps, mostrou melhor atividade tripanocida
(in vitro) que as terapias atuais, porém o comprimento do peptideo pode limitar suas
possibilidades de alcangar aplicacdo clinica. Neste trabalho foi investigado o efeito
antichagasico de dois fragmentos e oito analogos de M-PONTX-Dg3a com o intuito de
melhorar a atividade antichagasica, e reduzir os custos de producdo. Os fragmentos e analogos
de M-PONTX-Dg3a tiveram sua toxicidade avaliada nas células hospedeiras LLC-MKZ2, sendo
observada maior Cso para o fragmento M- PONTX-Dq3a[3-15] (188,86 uM) e para 0s analogos
substituidos por lisina com a ECso variando entre (60 UM e 97 uM) , o efeito sob as formas
tripomastigotas, foi observado menores valores de ECso para o fragmento M- PONTX-Dq3a[1-
15] (0,59 uM) e para os analogos substituidos por lisina variando entre (0,86uM e 1,09uM), o
indice de seletividade (IS) foi determinado, e foram selecionados o0s peptideos mais
promissores, o fragmento M-PONTX-Dq3a[1-15] (1S=72,9) e o0 analogo [Lys]*-M-PONTX-
Dg3a[3-15] (1S=85,3). Posteriormente foram analisados o efeito em formas epimastigotas, M-
PONTX-Dqg3a [1-15] demonstrou a menor ECso em 24 horas (7,2 uM) e ndo demonstrou uma
alteracdo significativa entre os tempos de 48 e 72 horas, [Lys]*M-PONTX-Dqg3a[1-15]
demonstrou diferengas significativas entre as ECso dos 3 tempos, sendo a ECso de 24 horas a
menor encontrada (13,5 pM), sob as formas amastigotas foi observado efeito promissor com os
dois peptideos testados nos tempos de 24h e 48h, foi obtido para M-PONTX-Dg3a [1-15] ECsg
240 1,32 UM € 1S/24n 32,61; ECs048n 0,37 UM € 1S480 96,7 € para [Lys]*M-PONTX-Dq3a[1-15]
foi obtido ECs024n 0,91 M e 1S/24n 80,65; ECs048h 0,28 UM e 1S/48n 156,6). Os resultados foram
expressos em média + E.P.M e considerado p < 0,05. Na busca sobre o mecanismo de ac¢éo dos
peptideos selecionados, foram observados alteracGes por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e marcagdes na citometria de fluxo sugerindo a necrose como principal mecanismo de
acdo, tambem foi observado o aumento em torno de 50% de espécies reativas de oxigénio em
ambos 0s peptideos testados e dano mitocondrial em cerca de 50% com o tratamento do
[Lys]*M-PONTX-Dq3a[1-15]. O docking molecular foi realizado com as enzimas cruzaina,
tripanotiona redutase e TCGAPDH, demonstrando que M-PONTX-Dqg3a[1-15] se acoplou em
diferentes sitos cataliticos de cada uma das enzimas testadas, enquanto [Lys]*-M-PONTX-
Dg3a[3-15] se acoplou a triade catalitica da cruzaina. Em conclusdo, os estudos levaram a
identificacdo de dois peptideos menores, o fragmento M-PONTX-Dg3a[1-15] e o fragmento
analogo [Lys]*-M-PONTX-Dq3a[3-15]com atividade antichagasica semelhante e superior
respectivamente, quando comparado ao indice de seletividade do peptideo parental .

Palavras chave: Trypanosoma cruzi; doenca de Chagas; peptideo antimicrobiano; lisina;

veneno de artrépodes.



Abstract

Chagas disease affects millions of people around the world. In Brazil, the available drug h
limited efficacy and severe adverse effects, so there is a need to seek substances with therapeut..
potential. The antimicrobial peptide M-PONTX-Dg3a, isolated from the venom of the ant
Dinoponera quadriceps, showed better trypanocidal activity (in vitro) than current therapies,
but the length of the peptide may limit its possibilities of achieving clinical application. In this
work, the antichagasic effect of two fragments and eight analogues of M-PONTX-Dg3a was
investigated in order to improve the antichagasic activity and reduce production costs. The M-
PONTX-Dqg3a fragments and analogues had their toxicity evaluated in LLC-MK2 host cells,
with a higher EC50 being observed for the M-PONTX-Dq3a[3-15] fragment (188.86 uM) and
for the analogues substituted by lysine with EC50 varying between (60 uM and 97 uM), the
effect on the trypomastigote forms, lower EC50 values were observed for the M-PONTX-
Dq3a[1-15] fragment (0.59 uM) and for the analogs substituted by lysine varying between
(0.86uM and 1.09uM), the selectivity index (SI) was determined, and by means of the WHO
criteria, the most promising peptides were selected, the fragment M-PONTX-Dqg3a[1-15 ]
(1S=72.9) and the analog [Lys]3-M-PONTX-Dq3a[3-15] (1S=85.3). Subsequently, the effect
on epimastigote forms was analyzed, M-PONTX-Dg3a [1-15] showed the lowest EC50 at 24
hours (7.2 uM) and did not show a significant change between the times of 48 and 72 hours,
[Lys] 3M-PONTX-Dq3a[1-15] showed significant differences between the EC50 of the 3
times, with the 24-hour EC50 being the lowest found (13.5 uM) and under the amastigote forms
a promising effect was observed with the two peptides tested in the times of 24h and 48h, it was
obtained for M-PONTX-Dq3a [1-15] EC50 24h 1.32 uM and 1S/24h 32.61; EC50 48h 0.37 uM
and 1S/48h 96.7 and for [Lys]3M-PONTX-Dq3a[1-15] it was obtained EC50 24h 0.91 uM and
IS/24h 80.65; EC50 48h 0.28 uM and 1S/48h 156.6). Results were expressed as mean + SEM
and considered p < 0.05. In the search for the mechanism of action of the selected peptides,
alterations were observed by scanning electron microscopy (SEM) and flow cytometry
markings suggesting necrosis as the main mechanism of action, an increase of around 50% of
reactive species was also observed. of oxygen in both peptides tested and mitochondrial damage
by about 50% with the treatment of [Lys]3M-PONTX-Dq3a[1-15]. Molecular docking was
performed with the enzymes cruzain, trypanothione reductase and TcGAPDH, demonstrating
that M-PONTX-Dqg3a[1-15] was coupled at different catalytic sites of each of the enzymes
tested, while [Lys]3-M-PONTX- Dq3a[3-15] is coupled to the catalytic triad of cruzin. In
conclusion, the studies led to the identification of two smaller peptides, the M-PONTX-Dq3a[1-



15] fragment and the analog fragment [Lys]3-M-PONTX-Dq3a[3-15] with similar and superior

antichagasic activity. respectively, when compared to the parental peptide selectivity index.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; antimicrobial peptide; lysine; arthropod

venom..
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenga de Chagas

A doenca de Chagas (DC) é uma antropozoonose causada pelo cinetoplastideo
hemoflagelado Trypanosoma cruzi, que possui como principais vetores os insetos triatomineos.
Também chamada de tripanossomiase americana, a doenca foi descrita pela primeira vez por
Carlos Chagas em 1909, mas a sua existéncia é datada ha mais de 9 mil anos (GUARNER,
2019; NGUYEN & WASEN, 2021).

O Trypanosoma cruzi foi identificado ha mais de 100 anos como o agente causador da
DC, porém a doenca segue sendo um problema social e de saude publica, principalmente, na
América (PEREZ-MOLINA & MOLINA, 2017). A Organizacido Mundial da Saide (OMS)
considera a DC umas das principais doengas tropicais negligenciadas do mundo (WHO, 2018),
que se caracteriza como endémica em 21 paises da América Latina, afetando cerca de 6 a 8
milhdes de pessoas e levando a morte de 14.000 pessoas por ano. (VENTURA-GARCIA et al.
2013; WHO, 2018; SANTOS et al. 2020).

Estudos recentes, mostraram que a distribuicdo da doenca sofreu alteracdes devido a
migracao de individuos dos paises endémicos para aqueles que, ainda, ndo possuiam casos da
doenca (NGUYEN & WASEN, 2021). S&o descritos na literatura, casos na Europa, Ameérica
do Norte, Japdo, Australia, dentre outros, o que denota a presenca da doenca em diferentes
paises e continentes, calculando-se que mais de 75 milhdes de pessoas possam estar em risco
de contrair a doenca. Dessa forma, esse processo migratorio e modos especificos de transmissao
trouxeram a doenca para fora dos seus limites geogréficos naturais, como mostra a figura 1, e
a tornaram uma preocupacao global (MORILLA & ROMERO, 2015; CHATELAIN et al.,
2017; PEREZ-MOLINA & MOLINA, 2017; NORMAN & VELEZ, 2019).

Na América do Sul, a Bolivia aparece como o pais com a maior prevaléncia (6,8 a 18%)
de casos de DC. Outros paises como Argentina (4,1%) e Brasil (1,0%) apresentam mais da
metade da populagdo infectada da América Latina, apesar de registrarem menor prevaléncia
(ECHEVERRIA & MORILLO, 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/neglected-tropical-diseases
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Figura 1. Distribuicdo de Doenga de Chagas no Mundo.

Endémica ~ ¥
© N3o endémica mas presente

Fonte: adaptado de DNDI (2018).

A DC, no Brasil, foi considerada, dentre todas as Doencas Tropicais Negligenciadas
(DTN), a principal causa de disability-adjusted life years (DALYS), ou seja, anos de vida
ajustados por incapacidade, que é dada pela soma dos anos de vida perdidos, devido a
mortalidade prematura, e dos anos vividos com incapacidade para uma determinada doenca ou
lesdéo (MARTINS-MELO et al. 2018). Alguns estudos realizados de maneira retrospectiva,
evidenciaram que a DC apresenta 50% de casos agudos nas microrregiGes brasileiras, bem
como a evolucgéo da fase aguda para a fase cronica se deu principalmente nas macrorregides do
pais, com destaque para as regides Norte e Nordeste (SANTOS et al. 2020).

A transmissdo da DC, em areas endémicas, se da principalmente por vetores
triatomineos, porém, em regides ndo endémicas, a infeccdo pode ser transmitida por outros
meios, tais como ingestdo oral do inseto, acidentes de laboratério, transplante de 6rgéos,
agulhas compartilhadas e pela transmisséo vertical (de mae para filho) (NGUYEN & WASEM,
2021; ECHEVERRIA & MORILLO, 2019).

Sdo trés vetores principais que podem transmitir T. cruzi: Triatoma infestans, Rhodnius
prolixus e Triatoma dimediata. No Brasil, esses insetos sio denominados de “barbeiros” ¢ tém
preferéncia por realizar a sua alimentacao, mais frequentemente, em locais com baixa umidade,
temperatura acima de 30 graus e no periodo noturno. Esse inseto possui 0 habito de defecar
imediatamente apo6s a alimentagdo e, assim, libera o parasito (SHORT, CAMINADE &
THOMAS, 2017; GUARNER, 2019).
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A DC se apresenta em 3 fases clinicas: aguda, indeterminada e cronica, onde a fase
aguda ocorre nas primeiras 4 a 6 semanas apés a infeccdo, podendo ser sintomética ou
assintomatica, o que dificulta o diagnostico e tratamento eficiente para a doenca. Essa fase é
caracterizada pela alta parasitemia e 0s pacientes sintomaticos apresentam sinais no local da
infeccéo, tais como chagoma de inoculagcdo e sinal de Romana, febre, mialgia e mal-estar
(Figura 2). Em casos mais raros, podem ocorrer sintomas sisttmicos como adenopatia
generalizada, hepatoesplenomegalia, miocardite e meningoencefalite. A fase aguda raramente
é fatal, resultando em 2 a 8% de mortalidade. Em casos de transmisséo vertical, o recém-nascido
(RN) pode apresentar baixo peso, prematuridade e insuficiéncia respiratoria (VEIGA-SANTOS
etal., 2010; CARLIER et al. 2011; ECHEVERRIA & MORILLO, 2019; BOCCHI et al. 2017).

Figura 2. Principais manifestac@es clinicas da fase aguda da DC.

Legenda: (A) Paciente manifestando sinal de Romana; (B) Chagoma de inoculacéo

Fonte: adaptado de BELCLER, TORRICO & HIBBERT, 2020; GAMBOA et al 2019.

Os pacientes com DC podem permanecer 10 anos ou mais na fase indeterminada que é
caracterizada pela auséncia de sintomas clinicos. Além disso, ndo ocorrem alteragdes nos
resultados de eletrocardiograma e raio-x de coragdo (KASHIWABARA et al., 2013; RASSI &
CHATELAIN, 2017; DNDI, 2016).

Cerca de 30% dos pacientes infectados pela doenca entram na fase cronica e apresentam
danos aos Orgdos-alvo, ou seja, ao atingir estagios avancados, estima-se que até 40% dos
pacientes sdo conduzidos a morte por disritmias, insuficiéncia cardiaca congestiva,

megaesofago e megacdlon. Além disso, estudos mostram que pacientes acometidos por cepas
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do parasito, que circulam nas regifes de paises como Argentina e Brasil, podem apresentar
alteracBes intestinais exclusivas, chegando até a manifestarem distarbios de absorcgéo,
motilidade e secrecdo, somadas as condi¢Ges anteriormente citadas (RASSI, RASSI & MARIN-
NETO, 2010; ECHEVERRIA & MORILLO, 2019). A figura 3 explica o curso clinico da DC,

relacionando tempo de infeccdo e manifestacéo das fases.

Figura 3: Curso clinico da doenca de Chagas

INOCULACAO
T.cruzi

70% assintomaticos

com funcdes vitais
normais

Aproximadamente Fase intermedidria 20% assintomdaticos
1% dos pacientes com disfuncoes em
apresentam Fase orgdos-alvo

aguda.

10% sintomdticos com
disfuncdes em 6rgaos-
alvo
Pacientes 100%
assintomaticos mas
com T.cruzi

soropositivo

Semanas Décadas

ﬁ

Fase crénica

Fonte: adaptado de GUARNER, 2019

Estudos mostraram que a fase crbnica da doenca é responsdvel por uma alta
porcentagem de incapacidade, o que acarreta um grande impacto social e econdmico. No
mundo, o impacto econémico gerado pela DC crénica supera o gasto de U$ 7 bilhdes por ano
e no Brasil o de U$ 1 bilhdo (DNDi, 2016). Embora, as questdes de saude relacionadas com
doenga de Chagas, como a reducdo da produtividade e alta taxa de morbidade, causem um
grande impacto econémico, ainda ndo existem tratamentos eficazes para essa condicao
(CHATELAIN, 2017).

O tratamento da DC, segundo a OMS, € realizado com o intuito de eliminar o parasito
dos individuos infectados, reduzindo, entdo, a chance de desenvolvimento da doenca
sintomatica e, consequentemente, dificultando a transmissdo do parasito (WHO, 2012). No
mundo, atualmente, apenas dois farmacos sdo utilizados no tratamento da doenca: o
benznidazol e o nifurtimox, porém, esses tratamentos sdo prolongados e costumam ser eficazes,
principalmente, na fase aguda (KRATZ, 2019).
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No cenério brasileiro atual, o inico medicamento disponivel para uso em humanos é o
benznidazol (Figura 4), que apresenta eficacia limitada, sendo capaz de diminuir 80% a
parasitemia, na fase aguda e 20% na fase cronica (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012;
SESTI-COSTA et al., 2014).

Figura 4: Estrutura quimica do Benznidazol
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Fonte: adaptado de KRATZ, 2019.

Os pacientes portadores da doenga, mesmo utilizando o medicamento preconizado, ndo
alcacam a cura parasotoldgica siginificativa, exceto para tratamento inicial na fase
aguda(KRATZ, 2019). Ademais, o benznidazol é contraindicado para pacientes com
insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica, e apresenta efeitos genotoxicos (LOSADA, 2021,
HASSLOCHER-MORENO et al., 2012). Esse medicamento possui menor atividade contra
cepas resistentes de T. cruzi, além de ser responsavel pela alta frequéncia de rea¢Ges adversas
a medicamentos. As reacOes sdo variadas e afetam diversos locais dos organismos, onde 0
paciente pode apresentar agranulocitose, purpura trombocitopénica, depressdo da medula 6ssea,
polineuropatias, parestesias e polineurites de nervos periféricos. Dessa forma, estima-se que
cerca de 15 a 20% dos pacientes em tratamento acabam interrompendo o uso desse farmaco, o
que dificulta, ainda mais, a terapia da DC (ALDASORO, 2018; KRATZ, 2018; LOSADA,
2021).

1.2 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas, € um protozoario
unicelular e parasito obrigatorio classificado dentro da Ordem Kinetoplastida, da classe
Zoomastigophorea, que se desenvolve em insetos hematdfagos da familia Reduviidae, em
pequenos mamiferos de vida silvestre e em humanos (GUARNER, 2019; CHAGAS, 1909).

O T. cruzi é caracterizado por apresentar um ciclo de vida complexo, classificado como
heteroxénico, ou seja, requer passagem obrigatéria em dois hospedeiros (0 inseto vetor

triatomineo e um hospedeiro vertebrado). O ciclo inclui quatro fases de desenvolvimento do
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parasito, duas delas sdo chamadas replicativas e ocorrem no inseto vetor (epimastigota) e no
hospedeiro mamifero (amastigota) e duas sdo formas ndo replicativas, que incluem o
tripomastigota metaciclico no inseto vetor e tripomastigota derivado de células no hospedeiro
mamifero. A figura 5 mostra as principais formas evolutivas de T. Cruzi (LANDER,
CHIURILLO & DOCAMPO, 2021).

Figura 5: Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi.

AMASTIGOTA TRIPOMASTIGOTA EPIMASTIGOTA

Fonte: adaptado de ECHEVERRIA & MORILLO, 2019

A transmissao vetorial da doenca ocorre através da contaminacdo de triatomineos por T.
cruzi, onde os triatomineos, que tém o habito de defecar enquanto se alimentam de sangue
durante a picada, inoculam o parasito no hospedeiro através das mucosas ou lesdes na pele
provocadas pelo prurido excessivo no local afetado (DE OLIVEIRA, 2018).

Em seguida, o parasito atinge o hospedeiro humano, invadindo seus tecidos e 6rgaos,
principalmente, o figado, intestino, baco, ganglios linfaticos, sistema nervoso central (SNC),
musculos esqueléticos e cardiacos. A partir de entdo, ocorre a diferenciacdo na forma
amastigota, que se multiplica rapidamente dentro do tecido (LANDER, CHIURILLO &
DOCAMPO, 2021). As formas amastigotas presentes no tecido em grande quantidade, se
transformam novamente em sua forma infectante flagelada e provocam a lise celular, invadindo,
posteriormente os tecidos adjacentes e se espalhando pelo sistema linfatico e corrente sanguinea
(DE OLIVEIRA, 2018).
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Durante seu repasto sanguineo, os triatomineos podem se infectar pelos tripomastigotas
presentes na circulacdo periférica do ser humano. No trato digestivo dos insetos, 0s
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas. Em seguida ocorre a multiplicacdo e os
epimastigotas se diferenciam novamente na forma infectante no tergo final do trato digestivo,
saindo pelas fezes dos insetos e completando assim o ciclo bioldgico do parasito (figura 6) (DE
OLIVEIRA, 2018).

Figura 6: Ciclo bioldgico de T. cruzi .
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Fonte: adaptado de https://crid.fmrp.usp.br/

Conforme dito anteriormente, a DC pode ser transmitida por outros mecanismos, tais
como transfusdo sanguinea, pela via vertical (congénita) ou pela via oral, onde pode ocorrer a
ingestdo de alimentos e bebidas contendo as formas infectantes do parasito. Além disso, a
infeccdo pode ocorrer, de forma menos frequente, por acidentes de laboratdrio e transplantes
de 6rgdos (NGUYEN & WASEM, 2021).

No Brasil, os meios de transmissao mais frequentes séo a vetorial e a via oral. Estudos

demonstraram que, ao longo dos anos, os casos de DC reduziram significativamente em todo o


https://crid.fmrp.usp.br/
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pais. Porém, a transmissdo oral aumentou significativamente na Regido Norte, principalmente,
devido a ingesta de acai e caldo de cana contaminados com o parasito (ANDRADE, GOLLOB,
DUTRA, 2014; SANTOS et al. 2020).

Os tratamentos disponiveis atualmente ndo possuem a efetividade necessaria para tratar
a DC em sua fase cronica, ou seja, combater a forma evolutiva amastigota de maneira eficiente,
assim se faz necessario a busca por moléculas com potencial tripanocida que possam ser
utilizadas como fontes para o desenvolvimento de novas opgOes terapéuticas com efetividade
na fase crénica da doenca (CHATELAIN,2017).

1.2.1 Principais enzimas do T.Cruzi

A medida que o parasito T. cruzi passa por ciclos de replicacéo intracelular, ruptura e
invasdo, as enzimas metabdlicas tornaram-se uma opc¢do de foco em direcionamento das
substancias efetivas, com capacidade inibitoria das principais enzimas envolvidas no ciclo de
vida do parasito, como por exemplo a cruzaina, TcCGAPDH e tripanotiona redutase,

consequentemente levando o parasito a morte (MIRANDA; SAYE, 2019).

A enzima cruzaina (TcCr) pertence a mesma familia de peptidades semelhante a
papaina, sendo classificada como a mais abundante e melhor enzima protease caracterizada de
T. cruzi, essa enzima esta presente em todo o ciclo celular do parasito, sendo importante em
processos de diferenciacdo celular no hospedeiro invertebrado conhecido como
metaciclogénese, nutri¢do, reproducdo, invasdo em células hospedeiras e evasdao a resposta
imune no hospedeiro vertebrado por meio da clivagem de anticorpos e bloqueio do sistema
complemento (DOYLE et al., 2011; PONCE et al., 2013; SCHARFSTEIN, 2018) . Seu sitio
catalitico se encontra entre seus dois dominios (folhas - B ¢ hélices-a) figura 7, em seu sitio

ativo esté presente a chamada triade catalitica, formada pelos residuos Cys25, His162 e Asn182.

E observado por meio da inibicdo da cruzaina ocorre um aumento da concentracdo de
compostos no complexo de golgi de T.cruzi, o que esta relacionado a degradacdo de compostos
toxicos ao parasito, favorecendo assim a a morte do parasito (ENGEL et al., 2000; MOREIRA
etal., 2017).
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Figura 7: Cruzaina.

Sitio Catalitico

N-terminal

C-terminal

Fonte: SOUZA, 2007.

Legenda: Representacdo da estrutura da cruzaina. Em vermelho, o dominio predominantemente
formado por hélices-a; e em verde, o dominio formado predominantemente por folhas-p.

Outra enzima de interesse para o desenvolvimento de substancias antichagasicas é a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase mais conhecida como TcGAPDH (figura8), ela €
essencial na via da glicolise e da gliconeogénese, catalisando a fosforilagdo oxidativa do
substrato gliceraldeido-3-fosfato em 1,3- bifosfoglicerato na presenca de NAD+ e fosfato
inorganico, sendo também capaz de catalisar a reacdo inversa, sendo a principal enzima da via
glicolitica de T.cruzi. Como descrito na literatura as acGes do parasito sdo dependentes
prioritariamente de glic6lise para a obtencdo de energia, sua inibicdo causa a morte celular por
meio do acimulo de espécies reativas de oxigénio (CHELESKI et al., 2011).

Figura 8: GAPDH

Fonte: https://www.sinobiological.com/resource/gapdh/proteins.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889319306443?via%3Dihub#bb0150
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Estd presente no glicossoma dos parasitos e, quando bloqueada, provoca reducédo
dréstica da sintese de ATP, além do acumulo de mediadores oxidantes tdxicos para a célula
(MAUGERI; CANNATA; CAZZULO, 2011). Além disso, Engel e colaboradores, mostraram
que a forma amastigota de T. cruzi, in vitro, possui metabolismo essencialmente glicolitico. Foi
visto que a inibicdo dessa enzima provoca a reducdo do fluxo glicolitico em 50%
(OPPERDOES , 1987).

A enzima tripanotiona redutase (figura 9), tem como principal funcionalidade o equilibrio
do balanco redox em T . cruzi, levando a reducdo dos niveis de radicais livres e contribuindo
para a manutencao do parasito representando o principal mecanismo de defesa contra o estresse
oxidativo o que é importante pois durante a resposta imune mediada contra T. cruzi, macréfagos
e neutrdfilos liberam espécies reativas de oxigénio (EROS) como mecanismo de defesa contra
agentes infecciosos (PIACENZA; TRUJILLO; RADI, 2019). Nos mamiferos este balanco
redox € realizado via glutationa/glutationa redutase, sendo equivalente ao sistema
tripanotiona/tripanotiona redutase dos mamiferos (GONZALEZ-CHAVEZ et al., 2019). Dessa
forma, essa enzima também constitui um importante alvo no desenvolvimento de alternativas

terapéuticas para o desenvolvimento de moléculas antichagasicas.

Figura 9: Tripanotiona redutase

Fonte: https://www.rcsh.org/structure/4adw

1.4 Peptideos antimicrobianos como modelo para o desenvolvimento de medicamentos
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Os peptideos antimicrobianos (PAMS) sdo proteinas de baixo peso molecular, com 12 a
50 residuos de aminoacidos, que apresentam atividade antimicrobiana e imunomoduladora de
amplo espectro contra bactérias (gram positivo e negativo), virus e fungos. O primeiro PAM a
ser descoberto, em 1939, foi chamado de gramicidina e derivou da bactéria Bacillus brevis
apresentando atividade antibacteriana contra gram positivas. A partir dai, deu-se inicio ao
estudo desses peptideos, que, nos Gltimos anos, sdo catalogados em grande quantidade, pois
ganharam crescente interesse entre cientistas, profissionais de salde e empresas farmacéuticas
devido ao seu potencial terapéutico. Estima-se que mais de 60 substancias peptidicas estdo no
mercado farmacéutico e centenas de novos peptideos estdo passando por ensaios pré-clinicos e
clinicos (BOPARAI & SHARMA, 2020; HAFEEZ et al. 2021; LUO & SONG, 2021).

A classificacdo dos PAMs se da de acordo com as suas propriedades fisico-quimicas tais
como momento hidrofobico, hidrofobicidade, carga liquida, contetido estrutural secundario e
solubilidade (BOPARAI & SHARMA, 2020). Estudos mostraram que, devido apresentarem
diferentes propriedades e composic¢des estruturais, podem atuar por diversos mecanismos nas
membranas plasmaticas (LI, DING & MA, 2016).

A estrutura dos PAMs apresenta cadeias laterais hidrofébicas e hidrofilicas, que
conferem a caracteristica de hidrofilicidade a essas moléculas. Pardmetro como 0 momento
hidrofdbico (uH), sdo classificados como ferramenta relevante na anfipicidade das moléculas.
Dessa forma, juntamente com a hidrofobicidade (H) e a carga liquida (z) dos peptideos, séo de
grande importancia para a avaliacdo de estudos da analise racional de interacGes peptideo-
membrana e mecanismo de acdo dessas moléculas (EISENBERG et al. 1982; DRIN &
ANTONNY, 2010; TEIXEIRA, FEIO & BASTOS, 2012).

As alteracdes na hidrofobicidade de sequencias de aminoécidos estdo intimamente
ligadas a sua capacidade de ultrapassar membranas lipidicas, podendo esses residuos de
aminoacidos classificados de acordo com seus grupos de cadeias laterais em hidrofobicos,
hidrofilicos carregados, e hidrofilico sem carga. De acordo com Wieprecht et al. (1997), o
aumento do uH de um peptideo potencializa a sua permeabilizacdo. 1sso se deve ao fato de
haver um aumento da afinidade do peptideo com a estrutura membranar (TOSSI, 2000; SUN et
al. 2018).

O aprimoramento da atividade dos PAMs é realizado através do aumento da sua eficacia,
aumento da especificidade, reducéo das interacdes medicamentosas, diminuicao da toxicidade,

bem como pela sua diversidade bioldgica e possibilidade do desenho racional do peptideo
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através da substituicdo de seus aminoacidos. AlteracOes sutis realizadas nessas unidades
proteicas podem acarretar mudancas funcionais, que afetam a capacidade desses peptideos de
agir em microrganismos, além de alterar a sua toxicidade na célula hospedeira (FRY, 2018;
TORRES, 2019). De acordo com Pedron (2020), essas caracteristicas dos aminoacidos estdo
relacionadas com o mecanismo de acdo dos PAMs e podem ser modificadas por meio da
mutagénese sitio-dirigida, ou seja, excluindo ou substituindo residuos de aminoacidos com o
objetivo de direcionar a atividade de peptideos ja existentes. Como por exemplo a substituicao
de aminodcido pela argininano VmCT1, peptideo anal6go derivado do veneno do escorido, que
foi capaz de aumentar a seletividade do peptideo ao parasito em trés vezes (PEDRON, 2020).

Os residuos de aminoacidos que predominam, na maioria dos peptideos antimicrobianos,
sdo os de arginina (Arg) e lisina (Lys). A carga positiva dos grupos guanidinio e amino de Arg
e Lys, respectivamente, sdo responsaveis pela interacdo dos peptideos com membranas
negativamente carregadas, a exemplo da membrana parasitaria (TOSSI, 2006; LOHNER,
2009).

O residuo mais comumente utilizado no desenho de PAMs é o de Arg, pois sdo aqueles
mais abundantes, além de apresentarem maior efetividade na permeabilizacdo das membranas
(BAHNSEN et al., 2013; HRISTOVA e WIMLEY, 2011; SCHMIDT et al., 2012). Os residuos
ricos em Arg tendem a atuar através de mecanismos transmembranicos, ou seja, penetram as
células mais facilmente devido ao favorecimento energeético da insercéo dos grupos guanidinio
em ambientes hidrofébicos (NAKASE et al., 2012; MOON & FLEMING, 2011; RICE &
WERESZCZYNSKI, 2017). O residuo de Lys é descrito, por alguns trabalhos, como
responsavel direto da alta atividade antimicrobiana dos peptideos. Além disso, os PAMs com
maior quantidade de residuos de Lys também tendem a atuar por mecanismos de
permeabilizacdo das membranas dos microrganismos (SCHIBLI et al., 2006; NGUYEN et al.,
2011; ZAMORA-CARRERAS et al., 2016).

Os peptideos antimicrobianos de origem natural variam em cationicidade, indo de 0 a
mais de 20 cargas positivas. Sabe-se que 0s peptideos com maior atividade se enquadram na
faixa intermediéria (+3 a +6 cargas liquidas). E importante ressaltar que a carga positiva de um
PAM ¢ fundamental para garantir as interacfes eletrostaticas iniciais da molécula com as
biomembranas, visto que a estrutura membranar é ricaem moléculas carregadas negativamente,
0 que promove a atracdo entre elas (EPAND & EPAND, 2009; TORRES, 2019). O mecanismo
de acdo dos peptideos é determinado justamente por esse tipo de intera¢do, onde as moléculas

de PAMs, apds interacdo inicial com a membrana, pode promover o rompimento membranar
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ou ser internalizada nas células (TORRES, 2018). A estrutura e a conformacéo assumida pelo
peptideo durante o contato com a membrana € uma das chaves determinantes para atividade
antimicrobiana. As tendéncias estruturais predominantes sdo as em a-hélice e as estruturas
folha-p (HUANG, HUANG & CHEN, 2010; MORAVE]J et al. 2018).

Os mecanismos de acdo dos PAMs sdo diversos (Figura 10), sendo 0 mais comuns 0s
denominados ripas de barril; carpete e poro toroidal. De forma resumida o mecanismo de ripas
de barril é caracterizado pela interagdo da face hidrofobica do PAM com as cadeias carbonicas
dos lipideos presentes na membrana plasmatica, proporcionando a exposi¢do da face hidrofilica
compondo um canal transmembranar, ja 0 mecanismo de carpete é caracterizado por uma
interacdo eletrostatica que ocorre inicialmente entre os residuos com carga positiva do PAM
com as cargas negativas dos fosfolipideos da célula microbiana, posteriormente ocorre um
acumulo desses PAMSs na superficie da membrana plasmatica formando a semelhanca com um
carpete, podendo causar a permeabilizacdo, por fim o modelo de poro toroidal é caracterizado
pela unido paralela entre PAM e membrana fosfolipidica por meio da interacdo eletrostatica.
Dessa forma, o peptideo separa as cabecas polares dos fosfolipideos e induz a monocamada
lipidica superior a dobrar-se através do poro. Assim, neste modelo, o lumen do poro é formado
por moléculas de peptideos e cabecas polares dos fosfolipideos intercaladas (Toke, 2007;
Taylor, 2009; LOHNE, 2017).



Figura 10. Principais mecanismos de ac¢éo dos peptideos antimicrobianos
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Os peptideos podem entrar no citoplasma atraves da penetracédo direta ou endocitose da

membrana plasmatica, levando, entdo, a realizacdo de suas atividades intracelulares, tais como

inibicdo da sintese de acidos nucleicos e proteinas, ligacdo a acidos nucleicos e alteracdo direta
do ciclo celular (PARK et al. 2018; LUO & SONG, 2021). Além disso, os PAMs regulam a

resposta imune e desempenham papel importante na defesa do organismo. Outras funcdes

dessas moléculas sdo a inducdo de sintese de fatores pro-inflamatorios, reducdo da reacéo

inflamatoria causada por endotoxinas, regulacdo da imunidade adaptativa e manutencdo da

homeostase do organismo (LEI et al. 2019).

Os venenos de invertebrados constituem uma rica fonte de PAMs. Apds anos de pesquisa

para melhorar as propriedades peptidicas e estratégias de entrega, varios peptideos ja estdo
sendo utilizados na préatica clinica (UPERT, 2021; CHEN, 2020). Alguns exemplos de

peptideos de invertebrados incluem aqueles encontrados em insetos (defensinas e cecropinas),
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moluscos e nematdides (defensinas), caranguejos-ferradura (grandes defensinas), f-defensinas
de invertebrados e crustaceos (crustinas) (HAFEEZ et al. 2021)

Os diversos modos de acdo dos PAMs sobre protozoarios e a prospeccao de novos PAMs
isolados de artropodes venenosos com potencial terapéutico, tornaram esses peptideos
ferramentas interessantes para a busca de novos agentes clinicos utilizados no tratamento de

doencas transmitidas por protozoarios (JUNIOR, 2019) .

Nas Gltimas décadas, os PAMs vem sendo evidenciados devido a sua atividade
antichagésica, a exemplo das catelicidinas, batroxicidina (MELLO et al., 2017), crotalicidina
(BANDEIRA et al., 2017) e a dinoponeratoxina M-PONTX-Dg3a derivada do veneno da
formiga Dinoponera quadriceps (LIMA et al., 2018). Dessa forma, os peptideos
antimicrobianos de origem animal podem ser utilizados em modelos de estudos pré-clinicos
para a descoberta de fArmacos promissores a doengas com tratamento pouco eficaz, como a
doenca de Chagas.

1.5 Dinoponeratoxinas

A espécie Dinoponera quadriceps (figura 11), pertencente a subfamilia Poneriane, € uma
formiga primitiva de grande tamanho (3 cm) distribuida no nordeste brasileiro (PAIVA &
BRANDAO, 1995). Esses animais sdo caracterizados por serem, em sua maioria, predadoras,
alimentando-se de pequenos e médios artropodes. Sua picada e responsavel por provocar dor
intensa com durago de até 48 horas (ARAUJO & RODRIGUES, 2006; NORMAN et al. 2019).
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Figura 11. Dinoponera quadriceps.

Fonte: adaptado de_https://www.pbase.com/ctranter/dinoponera

Os venenos de formigas sdo compostos por substancias, como toxinas, proteinas,
peptideos, hidrocarbonetos, alcaloides, aminoacidos livres, aminas biogénicas, &cido férmico,
sais e agucares, o que os confere uma diversidade de potencialidades terapéuticas (TORRES,
2013; YACOUB, 2020). O veneno da Dinoponera quadriceps possui conteudo proteico de
64% (SOUSA et al., 2016), sendo a fonte das dinoponeratoxinas (Dntx), que sdo os peptideos
isolados do veneno total da Dinoponera quadriceps.

Diferentes efeitos terapéuticos foram descritos na literatura atribuidos aos PAMs
derivados da Dinoponera quadriceps, (tabela 1). Como por exemplo o efeito antimicrobiano
(ROCHA, 2021), antifingico (DODOU, 2020), antichagasico (LIMA, 2018) e o efeito
anticonvulsivante (NOGA et al. 2016)

Estudos protedbmicos evidenciaram quatro peptideos no veneno de D. quadriceps: Dg-
3348, Dg-2561, Dg-1503 e Dg-1319 (BANDEIRA LIMA et al., 2018). As DnTx foram
denominadas de acordo com seu peso molecular tedrico ou experimental e por uma
nomenclatura normalizada: (M-PONTXDq3a; 23 residuos de aminoacidos), (M-PONTXDq3b;
13 residuos de aminoacidos), (M-PONTX-Dg3c, 11 residuos de aminoacidos) e (MPONTX-
Dg4e; 30 residuos de aminoacidos). Dentre os diferentes PAMs com atividade antichagasica,
M-PONTX-Dg3a foi identificado como um peptideo promissor contra as principais formas
evolutivas de T. cruzi, possuindo, assim, o maior indice de seletividade (IS) (BANDEIRA
LIMA et al., 2017).

Dessa forma, baseando-se em estudos anteriormente citados, 0 M-PONTX-Dg3a mostrou

grande potencial como modelo estrutural para a busca de novos PAMSs, por meio de tentativas


https://www.pbase.com/ctranter/dinoponera
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direcionadas que visam diminuir a sequénca de aminoacidos, aumentar a seletividade, diminuir

a toxicidade e reduzir o custo de producéo
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Tabela 1. Dinoponeratoxinas naturais encontradas e D. quadriceps

Dinoponeratoxina (M-PONTX-Dqg4e) (M-PONTX-Dg3a) (M-PONTX-Dqg3b) (M-PONTX-Dq3c)
(nomenclatura
normalizada)
Estrutura primaria GLKDWWNKHKDKIVKVVKEMGKAGINAAGK ~ FWGTLAKWALKAIPAAMGMKQNK FWGTLAKWALKAI FWGTLAKWALK
Peso molecularb 3348,97 (3350,02) 2561,13 (2562,16) 1503,83 (1504,85) 1319,59 (1320,61)
Predi¢éo de modeloc : 3 ‘
R X "’E > - ﬁ : oy >
Carga liguida (z)4 6,1 3,0
pld 10,9 14,0
Hidrofobicidade, He 0,823
HHe 0,531

Roda a-helicoidale

Legenda: Legenda: Peptideos amidados C-terminal; bMassa molecular experimental e tedrica entre parenteses respectivamente; ¢ Predigdo de modelo
arquivado com o servidor PEP-FOLD 2 (http://bioserv.rpbs.univ- paris-diderot.fr/services/PEP- FOLD/); dCarga liquida em pH e pl neutro, calculado por
http://pepcalc.com; eFrom http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/, com residuos carregados negativamente em vermelho, positivamente em azul, ndo polares em
preto e polares em amarelo; pH = momento hidrofébico;

Fonte: adaptado de Bandeira Lima et al., 2018.
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2 JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas é uma antropozoonose originaria do continente americano que
se espalhou para todos os continentes por meio do processo migratério populacional.
Atualmente é considerada pela Organizacdo Mundial da sade como umas das principais
doengas tropicais negligenciadas (OMS, 2018). A infeccdo por essa doenga provoca
sérios impactos sociais, politicos e econdémicos, pois podem ocasionar incapacidades nos
portadores da doenca (ANDRADE; ROCHA, 2015). Estima-se que 0s gastos globais
com a doenca de Chagas excedam os 7 bilhdes de dolares anuais, valor que supera 0s
gastos com doencgas mais conhecidas mundialmente. Apesar de ser considerada uma
doenca tropical, por sua maioria de casos estar concentrada na América Latina, o
impacto econdmico dessa doenca se mostrou significativo em areas onde ela ndo €
tradicionalmente um risco, como na América do Norte e a Europa sendo responsavel por
alta porcentagem em gastos com saude (LEE, 2013; SANTOS et al. 2020).

Atualmente, no Brasil, existe apenas uma opcao de tratamento disponivel para DC,
0 medicamento chamado benznidazol, que é utilizado hd mais de 50 anos para essa
condicdo, apesar de apresentar eficacia limitada. O benznidazol apresenta eficacia em
80% dos casos diagnosticados na fase aguda da doenca, e 20% na fase cronica. Ao longo
dos anos, surgiram cepas resistentes ao benznidazol, tornando ainda pior o prognostico
de alguns pacientes, ja que seu tratamento medicamentoso se restringe a uma Unica
opcao terapéutica (RODRIGUES et al., 2014; NGUYEN & WASEM, 2021).

Ainfecgéo aguda, geralmente, se resolve espontaneamente. No entanto, 20% a 40%
dos pacientes desenvolvem cardiomiopatia ap6s 30 anos, convivendo com a doenga. A
progressdo da cardiomiopatia é rapida, manifestando-se com insuficiéncia cardiaca e
morte subita (ECHEVERRIA & MORILLO, 2019).

Além dos diversos efeitos colaterais causados pelo uso do benznidazol, o tratamento
é contraindicado para pacientes com insuficiéncia renal ou hepatica, bem como é
proibido para mulheres gravidas (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012; RASSI;
RASSI; MARIN-NETO, 2010). Ademais, permanece incerto se esse farmaco pode
prevenir ou aliviar a doenca cardiaca cronica, que € a principal complicacdo da doenca
de Chagas (MORILLO et al., 2015). Assim, existe uma necessidade urgente de buscar
novas alternativas terapéuticas para a DC (CHATELAIN, 2017).
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Na busca de alternativas terapéuticas para o tratamento da doenca de Chagas,
0s PAMs tem se destacado, pois sdo peptideos antimicrobianos que fazem parte da
imunidade inata dos animais e foram selecionados por meio da sobrevivéncia, muitos
desses peptideos possuem atividade bactericida, fungicida e antichagésica. Os PAMs
permitem a técnica de design racional, ou seja por meio de modificacbes em sua
estrutura é possivel obter novos peptideos com melhorias em sua atividade ja
estabelecidas (LAKSHMAIAH NARAYANA,; CHEN, 2015; JIN et al., 2016).

Previamente, foi descrito o efeito tripanocida dos PAMs do veneno da formiga
Dinoponera quadriceps, as dinoponeratoxinas (CHATELAIN, 2017). Dentre eles, M-
PONTX-Dqg3a foi identificado como o peptideo mais promissor com atividade in vitro
superior ao benznidazol, medicamento atual utilizado para o tratamento para a doenca
de Chagas (LIMA, 2018). Porem algumas peculiaridades como o tamanho da cadeia de
aminoacido, o tempo e custo de producdo de M-PONTX-Dq3a podem dificultar a sua
utilizacdo in vivo. Assim o presente trabalho visa por meio da fragmentacao peptidica e
design racional analisar a atividade antichagasica de fragmentos e analogos da
dinoponeratoxina M-PONTX-Dg3a na busca de substancias com potencial

biotecnoldgico.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver melhores peptideos tripanocidas derivados da dinoponeratoxina M-PONT X-Dg3a.

3.2 Objetivos Especificos

1.Realizar estratégias de design racional dos peptideos selecionar os promissores em analise
computacional.

2.Avaliar a citotoxicidade dos fragmentos e analogos do peptideo M-PONTX-Dg3a sobre as
células hospedeiras

3.Avaliar o efeito tripanocida dos fragmentos e analogos do peptideo M-PONTX-Dq3a sobre a
forma tripomastigota e calcular o indice de seletividade.

4. Selecionar os peptideos que apresentam IS semelhante ou superior ao M-PONTX-Dg3a

5. Investigar o mecanismo de acdo dos peptideos considerados mais promissores



4. Metodologia
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4 METODOLOGIA
4.1 Substancias em Estudo

No presente trabalho foram testados fragmentos e andlogos da dinoponeratoxina
M-PONTX-Dg3a. Estratégias de desenho estrutural foram realizadas no intuito de selecionar
as caracteristicas fisico-quimicas mais importantes para atividades bioldgicas.

Foram realizadas andlises teodricas de fragmentos de M-PONTX-Dqg3a e
substituicdes de aminodcidos em diferentes posi¢cdes. Primeiramente, valores tedricos de
propriedades fisico-quimicas como dados de hidrofobicidade, carga liquida positiva e tendéncia
helicoidal foram extraidas com o auxilio dos softwares “Peptide property calculator”
(http://www.pepcalc.com) e “Heliquest” (http:/ http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) (GAUTIER et

al., 2008). Em seguida, os peptideos promissores foram sintetizados em fase solida.

4.2 Sintese e Purificacao dos peptideos

A sintese e purificacdo foi realizada no laboratorio de compostos bioativos da
Universidade Federal do ABC-UFABC, sob coordenacdo do Prof. Vani Xavier de Oliveira
Junior e no Laboratorio de Quimica de Peptidos y Proteinas do Centro de Investigacion Principe
Felipe, coordenado pela Dra. Mar Orzaéz, Valencia-Espanha.

A sintese de peptideos em fase sélida foi realizada em um sintetizador de peptideos
(PS3-Sync Technologies/ Libertyblue), utilizando a estratégia fluorometiloxicarbonil (Fmoc),
e 0s peptideos foram ancorados a uma resina Rink Amide, com grau de substituicdo de 0,52
mmol g 1. A peptidil-resina protegida a seco foi clivada por exposicdo a TFA/anisol/agua
(95:2,5:2,5, v:v:v) durante 2 h a temperatura ambiente (Torres , 2017) . Os peptideos brutos
foram precipitados com éter dietilico anidro, separados dos componentes da reagdo solveis em
éter por filtracdo, extraidos da resina com acetonitrila 60% em agua e liofilizados (Pedron,
2016) . Os peptideos brutos foram purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia de
fase reversa semi-preparativa em um Delta Prep 600 (Waters Associates) e as fracoes
selecionadas contendo os peptideos purificados foram reunidas e liofilizadas. Os peptideos
foram caracterizados por espectrometria de massas por ionizacdo por cromatografia liquida
usando um espectrémetro de massa Modelo 6130 Infinity acoplado a um sistema de

cromatografia liquida de alta eficiéncia Modelo 1260 (Agilent) (Torres, 2017) .
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Os peptideos obtidos foram denominados M-PONTX-Dg3a [1-15], M-PONTX-
Dg3a [3-15], M-PONTX-Dg3a [12-23], [Lys] 3 M-PONTX-Dqg3a [ 1 -15], [Lys] * M-PONTX-
Dg3a[1-15], [Lys] © M-PONTX-Dg3a[1-15], [ Arg ] 3 M-PONTX-Dg3a[1-15], [ Arg ] * M-
PONTX-Dqg3a[1-15], [ Arg] ' M-PONTX-Dg3a[1-15], [ Arg ] ** M-PONTX-Dq3a[1-15],[ Arg
] 1 M- PONTX-Dq3a[1-15], (tabela 2) todas as substituicdes foram realizadas nas posicoes

hidrofilicas.

Tabela 2: Fragmentos e analogos de M-PONTX-Dqg3a.

Peptideo Sequéncia Classificacéo

M-PONTX-Dg3a (Lima, 2018) FWGTLAKWALKAIPAAMGMKQNK Peptideo parental

M-PONTX-Dg3a [1-15] FWGTLAKWALKAIPA Fragmento

M-PONTX-Dg3a [3-15] b GTLAKWALKAIPA Fragmento
[Lys] *M-PONTX-Dq3a[1-15] ¢ FWKTLAKWALKAIPA Anélogo
[Lys] “M-PONTX-Dq3a[1-15] I FWGKLAKWALKAIPA Anélogo
[Lys]°M-PONTX-Dqg3a[1-15] ¢ FWGTLAKWAKKAIPA Anélogo
[ Arg I°M -PONTX-Dq3a[1-15] fFWRTLAKWALKAIPA Anélogo
[ Arg]*M-PONTX-Dq3a[1-15] 9 FWGRLAKWALKAIPA Anélogo
[ Arg] 7 M-PONTX-Dq3a[1-15] " FWGTLARWALKAIPA Anélogo
[ Arg] * M-PONTX-Dq3a[1-15] ' FWGTLAKWARKAIPA Anélogo
[ Arg] **M- PONTX -Dg3a[1-15] JFWGTLAKWALRAIPA Anélogo

Legenda: (a) fragmento de M-PONTX-Dg3a na fragmentagdo na posi¢do 15; (b) fragmento de M-
PONTX-Dqg3a na fragmentacao na posicao 3 e 15; (c) analogo por substitui¢do por lisina na posicao 3
do fragmento M-PONTX-Dq3a[1-15]; (d) an&logo por substituicdo por lisina na posi¢do 4 do fragmento
M-PONTX-Dq3a[1-15];(e) andlogo por substitui¢ao por lisina na posi¢do 10 do fragmento M-PONTX-
Dq3a[1-15]; (f) analogo por substituicdo por arginina na posi¢ao 3 do fragmento M-PONTX-Dq3a[1-
15];(g) analogo por substituicdo por arginina na posicdo 4 do fragmento M-PONTX-Dq3a[1-15];
(h)analogo por substituicdo por arginina na posi¢do 7 do fragmento M-PONTX-Dq3a[1-15];(i) analogo
por substituicdo por arginina na posicdo 10 do fragmento M-PONTX-Dq3a[1-15];(j) an&logo por
substitui¢do por arginina na posi¢do 11 do fragmento M-PONTX-Dqg3a[1-15].
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4.3 Ensaios in vitro
4.3.1 Cultivos de parasitos e de células de mamiferos

As células epiteliais de rim de macaco LLC-MK2, a cepa Y de epimastigota e
tripomastigota de T. cruzi foram gentilmente doados pelo Laboratério de Bioquimica de

Parasitas (Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil).

As formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT (Liver infusion tryptose)
de acordo com Camargo (1964), suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de solucéo
de antibidtico (penicilina/estreptomicina, Sigma, Brasil) e mantidos a 28°C em incubadora
B.O.D (Fanem, Brasil). Os parasitos utilizados para 0s experimentos foram provenientes de
culturas da fase exponencial, obtida através da realizacdo de uma curva de crescimento por

contagem diaria dos parasitos por 12 dias.

As formas tripomastigotas foram obtidas por infeccdo de células LLCMK2. As
células foram cultivadas (2 x 10°/ mL) em meio DMEM (Minimum Essential Medium,
Vitrocell, Brasil), suplementado com 10% de soro bovino fetal e, apos 48 horas, estagio de
semiconfluéncia, infectadas com suspensdo de tripomastigota (1 x 107). As células infectadas
foram entdo mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de
antibiotico (penicilina/estreptomicina). A linhagem foi mantida em atmosfera de 5% de CO. a

37°C com visualizagéo diaria do crescimento em microscopio optico invertido.

4.3.2 Avaliagao do efeito dos fragmentos e analogos de M-PONT X-Dg3a sobre as formas

tripomastigota de T. cruzi

Com o objetivo da analise do efeito antichagasico dos fragmentos e andlogos de M-
PONTX-Dg3a em relacdo a forma evolutiva responsavel pela infeccdo da DC foram utilizadas
culturas de formas tripomastigotas obtidas a partir do sobrenadante de células LLCMK?2
infectadas e foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° cél/mL em placa de 96 pogos em
meio DMEM 2% suplementados com soro bovino fetal e tratados com dilui¢cdes de fragmentos
e analogos de M-PONTX-Dq3a (concentragdo variando de 12,5 a 0,19 p mol L ~* de peptideo),
ou com tratamento com PBS (grupo controle) em atmosfera de 5% de CO. a 37°C (figura 12).
A viabilidade foi determinada apds 24 horas por quantificacdo em camara de Neubauer e
realizado o célculo da ECsp (concentracdo letal para 50% das células). Os valores de ECso foram

determinadas por regressao ndo linear com intervalo de confianca 95%.
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Figura 12. Representacdo esquematica do ensaio para a determinacdo da

citotoxicidade dos peptideos estudados sobre formas tripomastigotas de T. cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.3 Avaliacao da toxicidade dos fragmentos e analogos de M-PONTX-Dg3a em células
de mamiferos LLCMK2

O potencial de citotoxicidade dos fragmentos e analogos do peptideo M-PONT X-
Dg3a sobre a linhagem LLC-MK2 teve o propdsito de selecionar as concentragdes que foram
testadas nos outros experimentos, bem como permitir o célculo do indice de seletividade,
proporcionado a relacdo de toxicidade do peptideo testado ao parasito e a célula hospedeira da

forma evolutiva intracelular (amastigota).

As células LLCMK?2 foram subcultivadas em placas de microcultura em meio
DMEM enriquecido com 10% de SBF e penicilina/estreptomicina nas condicdes de cultivo por

24 horas para permitir a adeséo.

A viabilidade celular foi mensurada pelo método colorimétrico do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo difeniltetrazolium), que se baseia na reacdo colorimétrica
formada pela reducdo de sais de tetrazélio por redutases mitocondriais de células
metabolicamente ativas a formazan (Mosmann, 1983). As células foram tratadas em placas de
96 pogos com fragmentos e analogos de M-PONTX-Dq3a (100 a 1,56 x mol L- * de peptideo,
apos 24 h, a absorbancia foi medida a 570 nm em espectrofotdmetro para microplacas (Asys
Expert Plus, Biochrom, EUA) (figura 13). O valor da ECso foi estimado e o indice de

Seletividade (SI) calculado com o objetivo de comparar a citotoxicidade entre células de
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mamiferos e parasitos. O IS é calculado a partir da seguinte formula: % cel infectadas x n°

amastigotas/células (Vendrametto et al., 2010).

Figura 13. Representacdo esquematica do ensaio para determinacdo da

citotoxicidade dos peptideos estudados sobre células hospedeiras LLC-MK2.
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Fonte. Elaborado pela autora

4.3.4 Avaliacdo do efeito do fragmento M-PONTX-Dq3a[1-15] e analogo [Lys]*-M-
PONTX-Dqg3a[1-15] sobre as formas amastigotas intracelulares.

Com o objetivo de investigar o efeito dos peptideos em relacdo as formas evolutivas
responsaveis pela cronificagdo da doenga, foram escolhidos os que tiveram o indice de
seletividade semelhante ou superior ao peptideo parental, assim foram avaliados os efeitos do
fragmento M-PONTX-Dg3a [ 1-15] e do analogo [ Lys]®- M-PONTX-Dqg3a[1-15] nas formas
amastigotas. Os ensaios foram realizados de acordo com os parametros estabelecidos na
padronizacdo da infeccdo das células LLC-MK2 com formas tripomastigotas de T. cruzi.
Laminulas contendo culturas de células infectadas apos 24 e 48 horas foram tratadas com
diferentes concentracdes dos peptideos selecionados ou sem tratamento e apds o periodo de
incubacdo as laminulas foram lavadas, fixadas em solucéo de Bouin e coradas com Giemsa para
seguinte montagem em Iaminas (ADADE et al, 2011) (figura 14). O nimero de amastigota foi
analisado por contagem em microscopio éptico totalizando 300 células. Os resultados foram

expressos como percentual de células infectadas, percentual de inibi¢do das formas amastigotas.
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Figura 14. Representagdo esquematica do ensaio para avaliacdo do efeito dos

peptideos testados sobre formas amastigotas de T. cruzi.
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Fonte. Elaborado pela autora.

4.3.5 Avaliacéo do efeito fragmento M-PONTX-Dq3a[1-15] e analogo [ Lys]3- M-PONTX-

Dg3a[1-15]sobre as formas epimastigota de T. cruzi.

As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas conforme item anterior e,
apos atingirem a fase exponencial de crescimento, os parasitos foram subcultivados em meio
LIT na concentracdo de 1 x10° cél/mL em placa de 96 pocos e tratados com diferentes
concentragdes dos peptideos M-PONTX-Dg3a[1 -15] e [ Lys] - M-PONTX-Dg3a[1-15] em
concentragOes de diluicdo de variando de 100 a 0,78 uM. As placas foram incubadas por 24, 48
e 72 horas (BECERRA et al., 2012) em estufa B.O.D a 28°C, avaliados por contagem direta em
camara de Neubauer e calculado a ECsp (concentracéo inibitoria para 50% das células) (figura
15). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 15. Representacdo esquematica do ensaio para a determinacgéo da citotoxicidade dos

peptideos estudados sobre formas epimastigotas de T. cruzi.
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4.3.6 Determinacéo da integridade da membrana do fragmento M-PONTX-Dq3a[1-15] e
analogo e [Lys]>-M-PONTX-Dq3a[1-15] por citometria de fluxo.

As formas epimastigotas de T. cruzi foram tratadas com a ECso de M-PONTX-
Dg3a[1-15] e [Lys]3-M-PONTX-Dqg3a[1-15] por 24 horas e apds este periodo as culturas foram
centrifugadas, lavadas com PBS pH 7,4 e ressuspendidas em tampéo de ligacdo (Hepes/NAOH
10Mm, NaCl 140Mm, CaCl; 2,5 Mm, pH 7,4). Em seguida foram incubadas com uma solucéo
de 7-AAD (1mg/ mL, Sigma - Aldrich), células com marcacdo para 7-AAD sdo consideradas
células necrdticas, por perda de integridade de membrana e Anexina V-FITC (50ug/ mL,
Becton-Dickinson), essa € usada para avaliar a externalizacdo de fosfatidilserina como
marcador de apoptose por 15 min (ALVES et al., 2008; MATSUO et al., 2010). Apds esse
periodo as células foram lavadas novamente e entdo realizada leitura em citdmetro de fluxo
(FACSCalibur, Becton-Dickinson) (DEOLINDO et al., 2005; 1zumi et al., 2012). Células sem
tratamento foram utilizadas como controle negativo. Os resultados foram expressos em
percentual de eventos positivos. Os epimastigotas tratados com PBS foram usados como

controles negativos e todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.7 Determinacdo do potencial transmembranico mitocondrial do fragmento M-
PONTX-Dg3a[1-15] e analogo e [Lys]*-M-PONTX-Dqg3a[1-15] por citometria de fluxo.
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A avaliacdo das possiveis alteragdes no potencial transmembranico foi realizada
utilizando o marcador rodamina 123 (Rho 123), caracterizado por ser um corante lipofilico que
em condicdes fisiologicas se acumula no interior das mitocondrias. Caso ocorra lesdo
mitocondrial ir& ser observado um menor acimulo de rodamina. Para as andlises, epimastigotas
foram incubados com ECso dos peptideos M-PONTX-Dqg3a [1-15] e [Lys] - M-PONTX-
Dg3a[1-15] por 24 horas e ap0Os esse periodo as culturas foram centrifugadas, lavadas e
marcadas com rodamina 123 (10ug/ mL; invitrogen) por 15min. Em seguida, as amostras foram
novamente lavadas e entdo a leitura realizada em citometro de fluxo (FACSCalibur, Becton-
Dickinson).

4.3.8 Determinacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) do fragmento
M-PONTX-Dg3a[1-15] e analogo e [Lys]>-M-PONT X-Dq3a[1-15] por citometria de fluxo.

Para a avaliagdo de EROs, utilizou-se o marcador DCF para a citometria de fluxo. Este
marcador na presenca de EROs, apresenta um alto rendimento quéntico de fluorescéncia. Dessa
forma, a fluorescéncia observada aumenta proporcionalmente a producéo de EROs. As formas
epimastigotas (1 x 10° células/mL) foram plaqueadas, tratadas nas concentra¢des com ECso dos
peptideos M-PONTX-Dqg3a [1-15] e [Lys] ® - M-PONTX-Dq3a[1-15] e incubadas por 24horas
em placa de 24 pogos em estufa de BOD a 28 °C. Células tratadas com PBS foram utilizadas
como controle negativo. Apds esse periodo as células foram lavadas e marcados com DCF
(2',7'-diclorofluoresceina) por 30 minutos no escuro. Ao final, os parasitos foram lavados
novamente e colhidos para analise por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson).

Para cada amostra foram considerados no minimo dez mil eventos.

4.3.9 Andlises ultraestruturais do fragmento M-PONTX-Dg3a[1-15] e analogo e [Lys]*-
M-PONTX-Dg3a[1-15] por Microscopia eletrénica de varredura (MEV).

As formas epimastigotas foram tratadas com os valores ECso de M-PONTX-Dg3 a[
1-15] e [ Lys] - M-PONTX-Dg3a[1-15] e incubadas por 12 h em estufa de BOD a 28 °C. Ap6s
a incubacdo, os parasitos foram fixados por 2 horas com 2,5% de glutaraldeido (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania), lavados duas vezes com PBS e duas vezes com

agua destilada centrifugando-se a 800g por 10 min.

Em seguida, as amostras foram desidratadas e séries crescentes de etanol (30-
100%), colocadas em laminulas de vidro, fixadas a 37°C com 5% de CO», cobertas com ouro e

observadas em um microscopio eletrénico de varredura FEG Quanta 450 (FEI, Oregon, USA)
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(MELLO et al., 2017). As imagens digitais foram adquiridas e armazenas em computador na
Central Analitica — UFC utilizando o Software Nis 4.0.

4.3.10 Verificacdo da possivel interacdo entre o fragmento M-PONTX-Dq3a[1-15] e
analogo e [Lys]’>-M-PONTX-Dqg3a[1-15] com as enzimas de tripanossomatideos por
docking molecular.

As simulacdes de docking molecular foram realizadas pelo Grupo de Quimica

Teorica e Eletroquimica da UECE, coordenado pelo Prof. Dr. Emmanuel Marinho.

Previamente, despertou interesse na comunidade cientifica a identificacdo de alvos
enzimaticos vitais para 0s parasitos como estratégia na busca de novas terapéuticas. A
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH), a cruzaina, a superdxido dismutase e a
tripanotiona redudase sdo alvos para o desenvolvimento de inibidores do parasito causador da
doenca de Chagas (MELOS; ECHEVARRIA, 2012).

Para investigar o efeito antichagasico dos peptideos frente aos principais alvos
enzimaticos do ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi, a enzima TcGAPDH, Tripanotiona
redutase e Cruzaina, foram obtidas as coordenadas tridimensionais das estruturas proteicas no

banco de dados Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/).

A estrutura cristalina obtida do complexo Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de
Trypanosoma cruzi com o inibidor co-cristalizado chalepina (PDB 1K3T), foi depositada no
Protein Data Bank com uma resolucdo de 1.95 A, sendo determinada por Difracio de Raios-X.
(PAVAO et al, 2002).

A estrutura obtida da enzima Tripanotiona redutase de Trypanosoma cruzi
complexada com o inibidor Quinacrine mustard (PDB 1GXF), foi depositada com uma
resolugdo de 2.70 A, determinada por Difracdo de Raios-X. (SARAVANAMUTHU et al,
2004).

No caso da enzima cruzaina, a estrutura cristalina obtida (PDB 3IUT) esta
complexada com o inibidor Tetrafluorophenoxymethyl ketone, depositada com uma resolucéo
de 1.20 A, sendo determinada por Difracdo de Raios-X (BRAK et al., 2010).
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4.3.10.1 Predicédo da estrutura 3d dos peptideos

A predicdo das estruturas tridimensionais (3D) dos peptideos foi realizada no servidor
web I-TASSER (ZHANG, 2009), baseada na sequéncia primaria dos peptideos.

4.3.10.2 Docking Molecular

Apos a predicdo da estrutura, foram realizadas simulagdes de docking molecular dos
peptideos com as principais enzimas envolvidas no ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi
(Cruzaina, Tripanotiona redutase e TcGAPDH), utilizando o servidor ClusPro 2.0 (COMEAU
et al., 2004), inserindo as opg¢des padrdes, sem restricOes entre as moléculas, realizando uma
busca exaustiva pelo espaco rotacional e translacional utilizando PIPER (KOZAKOV et al.,
2006), programa que se baseia no método de transformada rapida de Fourier (FFT, do inglés
Fast Fourier Transform), cuja funcao de pontuacéo é descrita como

E = W1EatrtW2E reptW3aEelectW4EDARS 1)

onde 0s componentes Eatr € Evep representam, respectivamente, os termos de atracao e repulsao
da energia de interagdo de van der Walls; Eelec representa o termo eletrostatico; Epars € um
potencial estatistico baseado em um conjunto de conformacdes de complexos de proteinas
obtidas de dados experimentais de docking, apresentando boa complementariedade da forma;
0s coeficientes w1, Wz, W3 € W4 representam 0s pesos de seus respectivos termos.

O ClusPro 2.0 visa encontrar o complexo de proteinas mais proximo da estrutura nativa,
realizando o agrupamento de mil (1.000) conformagdes de menor energiae 0 RMSD (do inglés,
Root Mean Square Deviation) da medida de distancia da interface de interagao entre o receptor
e o ligante, gerando no maximo 30 grupos. Apds essa primeira etapa, € realizado um
refinamento das estruturas que foram selecionadas, passando por uma minimizacao de energia
(KOZAKOV et al., 2017). Apds a finalizagdo dessas etapas, 0 programa retorna as predi¢oes
das estruturas dos grupos mais populosos das conformacgdes de mais baixa energia. Graficos
moleculares foram plotados usando o pacote UCSF Chimera 1.8 (PETTERSEN et al., 2004).

4.4 Andlise Estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata de trés experimentos independentes e 0s
resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo. A viabilidade celular foi
calculada como uma porcentagem em comparacdo com a celula ndo tratada. A CCsg

(concentracdo suficiente para metade da efetividade méxima) foi determinada por regressao
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ndo linear com intervalo de confianca de 95%. As comparagdes estatisticas foram analisadas
por ANOVA com pos-teste de Bonferroni utilizando o programa GraphPad Prism ® vers?

considerando p< 0,05.

5. Resultados
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5.Resultados

5.1 Propriedades fisico-quimicas de fragmentos e andlogos do peptideo de M-PONT
Dg3a.

Novos peptideos foram sugeridos através de analises racionais na busca da regido
detentora do efeito. Um fragmento N-terminal com 15 aminoécidos (Dg3a[1-15]) e um
fragmento N-terminal do terceiro aminoacido até o nimero 15 (Dg3a[3-15]) foram sugeridos e
sintetizados. Esta fragmentacdo levou a uma reducdo da carga liquida comparada com a do
peptideo parental em 2 unidades nos 2 fragmentos. A caracterizacdo biofisica desses dois
peptideos mostrou que eles tinham a mesma carga liquida, porém M-PONTX-Dq3a[1-15] teve
o maior valor de momento hidrofobico (uH) e hidrofobicidade (H). Ap6s estudos preliminares
do efeito biolégico, M-PONTX-Dq3a[1-15] mostrou-se o mais promissor (indice de
seletividade >50) e oito analogos de substituicdes Unicas de arginina (Arg) ou lisina (Lys) foram
propostas nas posi¢oes na face hidrofilica, o que levou ao aumento das cargas liquidas positivas,

de +3 para +4 em seis destes peptideos andlogos (Figura 7; Tabela 3).

De acordo com a tabela 3, entre os analogos por substitui¢cdo por lisina foi observado
maior H e pH para a substituicdo na posi¢do 3 e para 0s analdgos por substituicdo de arginina
foi observada maior H na posi¢do 7 e 10 e maior uH na posi¢do 4. Na figura 16 é possivel

observar o desenho experimental do presente trabalho



Figura 16. Desenho experimental e projecdes da roda helicoidal de dinoponeratoxinas,
fragmentos e seus analogos.
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Legenda: Circulos amarelos e cinzas indicam aminoacidos hidrofobicos, azuis, roxos,
vermelhos e rosas representam aminoécidos hidrofilico.
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Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas de fragmentos e analogos de M-PONT X-Dg3a.

Peptideo Sequéncia Peso
Molecular Z H puH

M-PONTX-Dqg3a [1-15] FWGTLAKWALKAIPA 1673 3 0,782 0,411
M-PONTX-Dg3a [3-15] GTLAKWALKAIPA 1339,62 3 0,592 0,277
[Lys] *M-PONTX-Dq3a[1-15] FWKTLAKWALKAIPA 1743,16 4 0,716 0,459
[Lys] “M-PONTX-Dq3a[1-15] FWGKLAKWALKAIPA 1699,10 4 0,699 0,465
[Lys]°M-PONTX-Dqg3a[1-15] FWGTLAKWAKKAIPA 1687,05 4 0,603 0,510

[ Arg °M -PONTX-Dq3a[1-15] FW RTLAKWALKAIPA 1772,14 4 0,715 0,460
[ Arg]*M-PONTX-Dg3a[1-15] FWGRLAKWALKAIPA 1728,08 4 0,697 0,466
[ Arg] 7 M-PONTX-Dq3a[1-15] FWGTLARWALKAIPA 1701,02 3 0,781 0,412
[ Arg] ° M-PONTX-Dq3a[1-15] FWGTLAKWARKAIPA 1716,03 4 0,601 0,511
[ Arg ] **M- PONTX -Dq3a[1-15] FWGTLAKWALRAIPA 1701,02 3 0,781 0,412
M-PONTX-Dq3a (Lima, 2018) FWGTLAKWALKAIPAAMGMKQNK  2561,13 5 0,509 0,248

FonteElaborada pela autora

Legenda: Z (carga liquida), H (hidrofobicidade), pH (momento hidrofobico), de acordo com HeliQuest

(https://heliguest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py).
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5.2. Avaliacao da citotoxicidade dos fragmentos e analogos derivados M-
PONTX-Dqg3a em células LLC-MK2.

A citotoxicidade dos peptideos derivados M-PONTX-Dg3a foi avaliada em
células hospedeiras LLC-MK2 ap06s 24 efou 48 horas de exposicdo a diferentes
concentragdes em UM (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78). No ensaio com o MTT,
0 qual detecta viabilidade celular com base no metabolismo oxidativo, foi possivel
calcular as ECsp dos peptideos testados, que foi calculada em relacdo ao controle
negativo, cuja absorbancia foi considerada 100%. O benznidazol foi utilizado como

controle positivo. Estes resultados estdo dispostos na tabela 4.

Tabela 4. Efeito citotoxico dos fragmentos e analogos de M-PONTX-Dg3a sobre as
células LLC-MK2,

Peptideos LLC-MK2 (ECso) LLC-MK2 (ECso)

24 h(uM) 48 h(uM)
M-PONTX-Dq3a[3-15] 188,86 + 1,77 -

M-PONTX-Dqg3a 1-15] 43,05 +0,05 35,78+4,12

[Lys]® M-PONTX-Dg3a[1-15] 73,4 +0,08 43,85+3,5
[Lys]* M-PONTX-Dg3a[1-15] 60 + 0,07 -
[Lys]*® M-PONTX-Dg3a[1-15] 97,0+2,9 -
[Arg]®M -PONTX-Dg3a[1-15] 13,03 +1,71 -
[Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15] 9,6 1,2 -
[Arg]” M-PONTX-Dg3a[1-15] 55+ 1,2 -
[Arg]*® M-PONTX-Dq3a[1-15] 25,07 + 0,06 -
[Arg]**M.PONTX -Dq3a[1-15] 38515 -
Benznidazol 502,6 + 57,8 -
M-PONTX-Dg3a (LIMA, 2018) 25,7+2 -

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Valores de ECso sdo expressos em uM. Dados sdo expressos por média + erro

padrdo da média de 3 experimentos independentes. (-) Significa ndo realizado.
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5.3 Efeito antichagasico de fragmentos e analogos de M-PONTX-Dg3a em formas

tripomastigotas de T. cruzi

A citotoxicidade dos peptideos derivados M-PONTX-Dg3a foi avaliada em
formas tripomastigotas de T. cruzi apds 24 horas de exposicdo a diferentes
concentragfes em uM (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; 0,097). A
viabilidade celular foi calculada em relacdo ao controle, cuja quantificacdo foi
considerada 100%. O benznidazol foi utilizado como controle positivo. As ECsg

encontradas estdo descritas na tabela 5.

A partir do valor de ECsp obtido de formas tripomastigotas e células LLC-
MK2 foi possivel calcular o indice de Seletividade (IS), que representa a seletividade
da substancia ao parasito em relacdo a célula de mamifero. Este indice foi calculado pela
razdo ECso de LLC-MK2/ECso de tripomastigotas. Os resultados também estéo

dispostos na tabela 5.

Tabela 5. Efeito antichagasico de fragmentos e analogos de M-PONTX-Dg3a em
formas tripomastigotas da cepa Y T. cruzi e indice de seletividade.

Peptideos Tripomastigota (ECso ) IS
(1M)

M-PONTX-Dqg3a [3-15] 8,76 + 2,33 21,56
M-PONTX-Dq3a[1-15] 0,59 + 0,05 72,9
[Lys]® M-PONTX-Dg3a[1-15] 0,86 + 0,09 85,3
[Lys]* M-PONTX-Dg3a[1-15] 1,03+1,7 58,2
[Lys]*® M-PONTX-Dqg3a[1-15] 1,09+15 31,5
[Arg]} M -PONTX-Dq3a[1-15] 0,69 + 0,07 18,8
[Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15] 1,09 £0,05 8,8
[Arg]” M-PONTX-Dq3a[1-15] 510+0,8 10,8
[Arg]*® M-PONTX-Dg3a[1-15] 3,31 +0,09 75
[Arg]}*M- PONTX -Dqg3a[1-15] 1,54 £ 0,07 24,7
Benznidazol 161,4+31,8 3,11
M-PONTX-Dg3a (LIMA, 2018) 0,32+0,03 80,3

Legenda: Os valores de ECsp sdo expressos em pM. Os dados sdo expressos como
médias + SEM de trés experimentos independentes. IS= indice de seletividade
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5.4 Efeito antichagasico de fragmento e analogo promissores de M-PONTX-Dq3a
em formas epimastigota de T. cruzi.

Devido aos resultados promissores obtidos (IS>50), a citotoxicidade de M-
PONTX-Dg3a[1-15] e [Lys]®*M-PONTX-Dqg3a[1-15] foi avaliada em formas
epimastigotas de T. cruzi ap0s 24, 48 e 72 horas de exposi¢édo a diferentes concentracdes
em uM (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78). A percentagem de viabilidade celular
foi calculada em relagéo ao controle, cuja quantificacdo foi considerada 100%. Para
controle positivo foi utilizado o benznidazol. As respectivas ECso encontadas estdo

dispostas na tabela 6.

Tabela 6. Efeito de M-PONTX-Dq3a [1-15] e M-PONTX- [Lys]*-Dg3a[1-15] contra a
forma epimastigota de cepa Y de Trypanosoma cruzi.

M-PONTX- [Lys] * M- Benznidazol M-PONTX-Dg3a
Dg3a [1-15] PONTX-Dg3a (UM) (LIMA, 2018)
(M) [1-15] (UM) (LM)
EC s0/24h 7,2+14 135+15 115,1+16,3 4,7+1
EC s0/48h 9,7+0,9 16,8 £ 0,08 37,4+5,6 3,6+0,5
EC s0/72h 8,7+0,6 19,3 £0,06 22,1+29 2,4+0,4

Legenda: Os valores de ECso sS40 expressos em pM. Os dados sdo expressos como
médias + SEM de trés experimentos independentes.

M-PONTX-Dg3a [1-15] demonstrou a menor ECso em 24 horas e nédo
demonstrou uma alteragéo significativa entre os tempos de 48 e 72 horas. [Lys]*M-
PONTX-Dq3a[1-15] demonstrou diferengas significativas entre as ECso dos 3 tempos,
sendo a ECso de 24 horas a menor encontrada. O controle positivo benznidazol mostrou
ECsos maiores do que de M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Lys]*M-PONTX-Dg3a[1-15] nos 3
tempos de incubacdo, sendo maior, no periodo de 24 horas, em 15 e 8 vezes

respectivamente.
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5.5 Efeito antichagasico de fragmento e analogo promissores de M-PONTX-Dq3a

na forma amastigota de T. cruzi

Os peptideos promissores M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Lys]*M-PONTX-Dqg3a[1-
15] foram testados em ensaios de formas amastigotas. Foram realizados ensaios em 24h
e 48h, utilizando a ECso e dobro da ECso das formas tripomastigotas. O parametro

avaliado foi o numero de amastigotas por 100 células.

Ambos peptideos testados demonstraram diminuicdo no nimero de amastigotas/100
células nos tempos de 24 e 48 horas (Figura 17). Ambos também mostraram valores de
ECso menores nos tempos de 48 h e indices de seletividades maiores nos tempos de 48
h (Tabela 7).

Figura 17. Efeito de M-PONTX-Dq3a [1-15] e [Lys] - M-PONTX- Dg3a[1-15]

sobre a forma amastigota intracelular de cepa Y de T. cruzi.

A
6000~
@ 1 24h
= == 1 48 h
[&]
o 4000
o
)
o *
S 2000 == *
< ]
<C
0 . ‘
cT 0,59 1,18
Dq3a[1-15] (uM)
B
2000-
o == 1 24h
= == 3 48h
‘@ 1500
[
(]
(e
z 1000 S . .
5 o
D
% 500
@
£
<C
0 T T T
CcT 0,86 172

[Lys]®-Dqg3a[1-15] (uM)

Legenda: Contagem de amastigotas/100 células tratadas com M-PONTX-Dq3a [1-15]
(A) e [Lys] ®- M-PONTX- Dg3a[1-15] (B). Dados correspondentes a contagem de 300
células em 24 e 48 horas de incubacdo em trés experimentos independentes (CT:
controle em PBS).
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Tabela 7. Efeito de M-PONTX-Dg3a e [Lys]®> M-PONTX-Dq3a[1-15] contra formas

amastigotas de cepa Y de Trypanosoma cruzi e indice de seletividade.

Amastigotas  1S/24h  Amastigotas  1S/48h

ECso0/24h ECs0/48h
M-PONTX-Dg3a[1-15] 1,32+0,38 32,61 0,37+0,17 96,7
[Lys]® M-PONTX-Dg3a[1-15] 0,91+0,2 8065  0,28+015  156,6

Os valores de ECso s@0 expressos em uM. Os dados sdo expressos como médias £ SEM
de trés experimentos independentes. 1S= indice de seletividade.

5.6 Avaliacdo do perfil de Morte.

Para avaliar o perfil de morte celular, formas epimastigota dos parasitos
foram tratados com as respectivas ECso dos peptideos M-PONTX-Dq3a [1-15] e [Lys]*-
M-PONTX-Dg3a[1-15] e marcados com 7AAD (marcador de necrose celular que entra
na célula através de uma lesd@o na membrana plasmatica) e Anexina-V (AX) (marcador
de apoptose pela externalizacdo de fosfatidilserina).

Nesse ensaio, foi observado aumento do percentual de células marcadas por
7AAD para 12,42% com o tratamento com M-PONTX-Dqg3a [1-15] e para 25,06% com
o tratamento com M-PONTX- [Lys]3-Dqg3a[1-15], indicando morte celular por necrose.
O tratamento com benznidazol na ECso também aumentou a marcacgdo para 5,71%
(Figura 18).
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Figura 18. Avaliacéo por citometria de fluxo da morte celular de formas epimastigotas
de Trypanosoma cruzi.
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Legenda: A) Formas epimastigotas néo tratadas, (B) tratadas com benznidazol 125 pM,
(C) tratadas com Dg3a[1-15] a 7,2 uM e (D) [Lys]*-Dqg3a[1-15] a 13,5 uM durante 24
h marcado com anexina V conjugada com ficoeritrina (Anexina V-PE) e/ou 7-AAD (7-
aminoactinomicina D). Os valores percentuais sdo médias de 10.000 eventos de trés
experimentos independentes.

5.7 Mensuracéo da liberacdo de espécies reativas de oxigénio.

Com o intuito de investigar o envolvimento das espécies reativas de
oxigénio (EROs) no processo de morte celular, formas epimastigotas foram marcadas
com 2°-7"-diclorodihidrofluoesceina diacetato (DCF-DA), que é permeavel a membrana
celular e ndo-fluorescente. Na presenca de EROs, este composto é oxidado no interior
da célula e produz um composto fluorescente, 27,7 -diclorofluoresceina (DCF)
(SRIVASTAVA et al., 2009).

A anélise da producdo de EROs induzida pelo tratamento M-PONTX-Dg3a
[1-15] e [Lys]*-M-PONTX-Dq3a[1-15] foi analisada apds 24 horas de incubagio com

formas epimastigotas concentracbes de 7,2 uM e 13,5 pM respectivamente. Foi
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observado aumento em torno de 50% de espécies reativas oxigénio em ambos os
peptideos, bem como no controle positivo luperox (50 uM), radical iniciador para
inducédo de polimerizagéo de radicais livres (figura 19).

Figura 19. Andlise de citometria de fluxo da formagdo de EROS em formas
epimastigotas tratadas com M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Lys] *- M-PONTX-Dq3a[1-15].

100

80
P
J

]

CT \ ‘,“

8 \M%’ I ‘L;‘\ Dq3a[1-15]

L i

f

; ‘ }M’iv ] WWMMM\Q‘ ;: . -

Counts
Fluorescéncia relativa (FL1)
N

LN PR Dq3a[1-15] (uM)
B “’f‘,‘a "M
100 101 102
~ 2.0~
o "
§ 1.5 —
@ %
= & 10 =FF—7—
o -
< § 05
S)
=
00 y Y
cT 13,5
[Lys]*-Dq3a[1-15] (uM)
108
o 1.84
o €. *
= g
8 B 14
; ©
S 12
2 ® 3
g 3 § 1.0
8 ¢ i =
< L 08 T T
CT 50
[=] | ——
~N ": Luperox (uM)
& et Wy, G
10° 103 104

Legenda: Analise de citometria de fluxo da formacdo de EROs em formas
epimastigotas tratadas com Dg3a[1-15] a 7,2 uM (A) e [Lys]3>-Dg3a[1-15] a 13,5 uM
(B) e Luperox 50 uM (C). CT= controle negativo.
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5.8 Determinac¢ao do potencial transmembranico mitocondrial (A¥m).

Nesse ensaio, o parasito na sua forma epimastigota tratada com Dg3a[1-15]
(7,22 uM) e [Lys]*-Dg3a[1-15] (13,5 uM) foi incubado por 24 h e marcado com
rodamina 123 (Rho 123). Rho 123 é um marcador fluorescente especifico que se
acumula no espaco intermembrana mitocondrial de células viaveis. Dano no potencial
transmembranico mitocondrial causa reducdo do acumulo de Rho123. A figura 20
mostra diminuigdo no potencial transmembranico mitocondrial apds o tratamento com
Dg3a[1-15] em torno de 50% e no controle positivo benznidazol em torno de 70%,
enquanto que o tratamento com [Lys]®-Dq3a[1-15] ndo mostrou efeito no potencial

transmembranico mitocondrial.

Figura 20. Andlise de citometria de fluxo no potencial transmembranico mitocondrial
em formas epimastigotas tratadas com Dg3a [1-15] e [Lys] 3-Dg3a[1-15].
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Legenda: Analise de citometria de fluxo no potencial transmembranico mitocondrial
em formas epimastigotas tratadas com Dg3a[1-15] a 7,2 uM (A) e [Lys]*-Dg3a[1-15] a
13,5 uM (B) e benznidazol 125 uM (C). CT= controle negativo, BZ= benznidazol.
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5.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

As andlises por microscopia eletronica de varredura em formas
epimastigotas ndo tratadas e tratadas Dg3a[1-15] e [Lys]3-Dg3a[1-15] durante 12h de
incubacdo nas concentragdes de ECso evidenciaram altera¢cdes morfoldgicos provocados
por estes ao parasito, confirmando envolvimento de processo de necrose no mecanismo
de morte do T. cruzi. A figura 21 mostra que o grupo controle ndo tratado apresenta
parasitos intactos com membranas bem preservadas. Os parasitos tratados com Dg3a[1-
15] (Figura 21B) apresentam alteracGes visiveis com extravasamento do conteudo
celular e parasitos tratados com [Lys]*-Dg3a[1-15] mostram degradagio de membrana

(Figura 21C), ambos caracterizando necrose.

Figura 21. Fotomicrografia de microscopia eletronica de varredura (MEV) de formas

epimastigotas de T. cruzi apds 12 h de incubagdo com Dg3a[1-15] e [Lys]*-Dg3a[1-15].

Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Epimastigotas de cepa Y de Trypanosoma cruzi. (A) Controle negativo, onde
observam-se parasitos com comprimento adequado, corpos alongados tipicos e intactos
morfologicamente, (B) extravasamento de material celular nos parasitos tratados com
Dg3a[1-15] e (C) degradacéo de membrana nos parasitos tratados com [Lys]*-Dg3a[1-
15]. Barra de escala: 5 pm.

5.10 Docking Molecular.
Foram realizadas simulac¢des de interacdes dos peptideos com as enzimas

cruzaina, tripanotiona redutase e TCGAPDH, bem como com inibidores conhecidos de
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cada enzima, tetrafluorofenoximetil cetona (KB2), quinacrina mostarda (QUM) e

chalepina, respectivamente.

Apos as simulagdes com a cruzaina, os peptideos substituidos com arginina

que acoplaram proximo a regido do inibidor KB2 e que apresentaram melhor resultado
de interacio (Tabela 8) foram [Arg]® M-PONTX-Dq3a[1-15], [Arg]’ M-PONTX-
Dg3a[1-15], [Arg]*° M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15] (Figura

22).

Tabela 8. Modelos resultantes do docking molecular entre os peptideos e a enzima

cruzaina.

Complexo Tamanhodo | Modelo de Pontuacéo
Cluster pontuacéo ponderada

[Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15]/
Cruzaina 286 vdw -1412.0
[Arg]’ M-PONTX-Dg3a[1-15]/
Cruzaina 377 vdw -1184.7
[Arg]'® M-PONTX-Dq3a[1-15]/
Cruzaina 469 vdW -881.9
[Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15]/
Cruzaina 257 vdw -864.3
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Figura 22. Complexos de cruzaina com [Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15] (A), [Arg]’ M-
PONTX-Dg3a[1-15] (B), [Arg]®® M-PONTX-Dg3a[1-15] (C), [Arg]* M-PONTX-
Dg3a[1-15](D).

[Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15])/ [Arg]” M-PONTX-Dq3a[1-15)/ [Arg]"*M-PONTX-Dg3a[1-15)/ [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15)/
A Cruzaina B Cruzaina C Cruzaina D Cruzaina

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Peptideos em lilas.

Dos peptideos substituidos por lisina, [Lys]3*-M-PONTX-Dg3a[1-15]
acoplou na regido do inibidor co-cristalizado KB2 (Figura 23A), apresentando como
interacbes mais significativas, duas ligacdes de hidrogénio (3.56 A e 3.77 A) e uma
interacéo pi-alkyl (5.26 A) com o residuo Cys25 (Figura 23B) da triade catalitica da
cruzaina (Asnl175, Cys25, His159). O complexo também apresentou duas interacfes do
tipo alkyl com o residuo Met145 (4.67 A e 4.90 A), uma interacdo pi-stacked com o
Gly20 (4.03 A) e uma interagdo charge-charge com o Asp140 (5.25 A).
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Figura 23. Complexo de interacdo entre a enzima cruzaina e os ligantes [Lys]3-M-
PONTX-Dq3a[1-15] e KB2 (A). Sitio de interacdo do ligante [Lys]3-M-PONTX-
Dq3a[1-15] com o alvo (B).

[Lys]-M-PONTX-Dq3a[1-15]

) (®B)

Interactions

@ Conventional Hydrogen Bond
Pi-Alkyl

@ Charge-Charge

Cruzain

Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: Peptideo em vermelho

Ap0s as simulagGes com a Tripanotiona redutase, 0s peptideos que acoplaram
na regido do inibidor QUM e que apresentaram melhor resultado de interacdo (Tabela
9) foram [Arg]® M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Arg]*® M-PONTX-Dq3a[1-15] (Figura 24).

Tabela 9. Modelos resultantes do docking entre os peptideos e a enzima Tripanotiona
redutase.

Complexo Tamanho | Modelode | Pontuacédo
do Cluster | pontuacdo | ponderada

[Arg]®* M-PONTX-Dg3a[1-
15]/ Cruzaina 458 vdwW -987.0

[Arg]™® M-PONTX-Dg3a[1-
15]/ Cruzaina 185 vdW -1159.5

Figura 24. Complexos de interagdo entre a enzima Tripanotiona redutase e os ligantes
[Arg]*® M-PONTX-Dq3a[1-15])/ Tripanotiona redutase (A) e [Arg]® M-PONTX-
Dg3a[1-15]/ Tripanotiona redutase.
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[Arg]'** M-PONTX-Dq3a[1-15)/ [Arg] M-PONTX-Dq3a[1-15}/
A Tripanotiona redutase B Tripanotiona redutase

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Peptideos em lilas.

Apos as simulagdes com a TCGAPDH, o peptideo que acoplou na regido do
inibidor chalepina (cadeia C) e que apresentou melhor resultado de interacdo, foi o
peptideo [Arg]* M-PONTX-Dqg3a[1-15]. Os demais peptideos interagiram com a
TcGAPDH, mas com menor forca de interacdo e com acoplamento em regides

diferentes do sitio catalitico (figura 25).

Figura 25. Complexo TcGAPDH/ [Arg]* M-PONTX-Dqg3a[1-15].



Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: Peptideos em lilas.
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A doenca de Chagas (DC) € uma doenca milenar e mesmo assim continua
sendo responsavel por um grande impacto social e econdmico em paises em todos 0s
continentes, assim é notavel a necessidade pela busca de novas opgdes terapéuticas para
seu tratamento. Apesar dos grandes avangos na pesquisa e descoberta de novos
medicamentos, a DC continua sem um tratamento eficaz. O benznidazol atualmente é
utilizado como padréo ouro no seu tratamento, mesmo tendo sido descoberto ha mais
de cinquenta anos e ndo sendo efetivo na fase cronica na doenca (Urbina and Docampo,
2003). Além disso, benznidazol possui uma alta toxicidade e cepas resistentes existem
a anos, assim como a cepa Y de T. cruzi, utilizada neste trabalho.

Os peptideos antimicrobianos (PAMSs) sdo considerados moléculas
promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de DC devido
a seu amplo espectro de acédo, baixa toxicidade e baixo desenvolvimento de resisténcia
pelos parasitos. Devido sua carga positiva, eles podem ser atraidos para as membranas
negativamente carregadas dos parasitos (Deslouches and Di, 2017; McGwire and
Kulkarni, 2010). No entanto, os PAMs naturais apresentam algumas limitag6es, como
falta de estabilidade in vivo, toxicidade e tamanho grande (> 20 aa.), que aumentam 0s
custos de producéo.

Recentemente, demonstramos que o veneno total da Dinoponera quadriceps
possuia efeito tripanocida com alto indice de seletividade (IS) (LIMA et al., 2016) e
identificamos no transcriptoma da glandula de veneno, as dinoponeratoxinas (DNTXSs)
como componente majoritario (Torres et al., 2014). O efeito do veneno total contra
Trypanosoma cruzi foi parcialmente atribuido a 2 destas DNTXs (M-PONTX-Dg3a e
M-PONTX-Dg-3348) e uma delas (M-PONTX-Dq3a) se enquadrou dentro dos critérios
estabelecidos pela OMS para um candidato antichagasico ser considerado um sucesso
(1IC50<1pg/mL; 1S>50) (LIMA et al., 2018; NWAKA; HUDSON, 2006).

Dada a necessidade de desenvolvimento de novas terapéuticas
antichagasicas eficazes e menos toxicas, as DNTXs mostram grande potencial como
modelos estruturais; entretanto sdo necessarias modificacdes moleculares para melhorar
a seletividade e/ou diminuir a toxicidade destas moléculas (Drin and Antonny, 2010),
buscando assim, uma estrutura ideal.

M-PONTX-Dg3a (23aa) apresentou a maior poténcia (ECso de 0,32uM
em tripomastigotas) e indice de seletividade (80). Esse peptideo € clivado naturalmente

(na gléandula de veneno) em dois fragmentos N-terminais M-PONTX-Dg3b e M-
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PONTX-Dqg3c, que possuem 13 e 11 aminoacidos, respectivamente. M-PONTX-Dq3c
demonstrou uma baixa acgéo tripanocida em formas tripomastigotas (ECso= 34,8 uM) e
nenhum efeito sobre formas epimastigotas nas concentracOes testadas. M-PONT X-
Dg3b demonstrou baixo efeito tripanocida sobre formas epimastigotas (ECso/24h= 48,8
HM) e em tripomastigotas (ECso= 7,4 uM), porém melhor que M-PONTX-Dg3c. Assim
surgiu a davida se o pedaco complementar a M-PONT X-Dq3c poderia ser o responsavel
pelo efeito do peptideo completo. Este pedaco C-terminal foi sintetizado e nomeado M-
PONTX-Dq3a[12-23], mas ndo demonstrou nenhum efeito em formas tripomastigota e
epimastigotas (LIMA, 2018).

Assim, foi sugerido o desenho de dois fragmentos ndo naturais derivados do
peptideo parental para identificar a menor sequéncia com melhor efeito antiparasitario,
um até a posi¢do do aminodcido 15, M-PONTX-Dq3a [1-15] e outro do aminoacido 3
ao 15, M-PONTX-Dq3a [3-15].

Estes fragmentos foram testados contra T. cruzi, M-PONTX-Dq3a[1-15]
apresentou atividade antiparasitaria semelhante ao peptideo parental (EC50=0,59 puM;
1S=72,9), com as vantagens de uma menor sequéncia de aminoécidos e menor
toxicidade, facilitando sua sintese e barateando o processo. J& 0 M-PONTX-Dq3a[3-15]
apresentou EC50=8,76 UM e 1S=21,56, ndo se encaixando nos critérios exigidos pela
OMS.

Crotalicidina (Ctn), peptideo tripanocida com alto IS com 34 aminoé&cidos
também foi previamente fragmentado para 14 aminoacidos em Cnt[1-14] e 20
aminoacidos em Cnt[15-34], porém estes fragmentos ndo se mantiveram dentro dos
critérios da OMS como promissores (BANDEIRA, 2017). M-PONTX-Dg3a[1-15], com
a redugdo da molécula de 23 aminoacidos para 15 em relacéo ao peptideo parental foi
observado que este se manteve de acordo com as caracteristicas exigidas pela OMS para
ser considerado uma molécula promissora no combate de DC, apesar de ter ocorrido a
diminuicdo do indice de seletividade. Entdo, foram realizadas mudancas na sequéncia
de aminoacidos desse fragmento com o objetivo de retornar ou ultrapassar o IS do
peptideo parental.

As estratégias de projeto incluiram substituicdes de residuos polares ndo
carregados por arginina ou lisina (residuos polares carregados) para aumentar a
seletividade aos fosfolipidios carregados negativamente presentes nas membranas dos

microrganismos (LOHNER, 2017). Com base nos resultados anteriores, decidimos ndo
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fazer nenhuma alteracdo na sequéncia Dg-3a[11-15] e nos dois primeiros aminoacidos
Dg3a[1-2], que parecem ser importantes para o efeito biologico. Portanto, alteramos as
posi¢Oes hidrofilicas 3, 4, 7, 10 e 11, gerando cinco analogos substituidos por Arg e trés

analogos substituidos por Lys.

Em um estudo recente conduzido por nosso grupo de pesquisa, substituices
de Arg foram capazes de aumentar a seletividade na cepa Y de T. cruzi (PEDRON,
2020), mas na presente investigacdo, um peptideo substituido por Lys apresentou o
maior efeito e IS ([Lys]3-M-PONTX-Dq3a[1-15]. Na posicdo de substituicdo 3, Lys e
Arg apresentaram quase 0S mesmos parametros fisico-quimicos, porém mostraram
grandes diferencas quanto aos seus efeitos bioldgicos. O analogo substituido por [Arg]®
apresentou uma toxicidade 5,6 vezes superior e uma seletividade inferior ao analogo
substituido por [Lys]3.

Dentre os analogos obtidos por substituicdo de Lys obtivemos dois
peptideos com IS superior a 50, com as substituicdes nas posicoes 3 e 4, [Lys]® M-
PONTX-Dg3a[1-15] (1S=85,3) e [Lys]* M-PONTX-Dq3a[1-15] (1S=58,2). Devido aos
maiores valores de IS, consideramos M-PONTX-Dqg3a[1-15] e [Lys]*- M-PONTX-
Dq3a[1-15], como os melhores candidatos a se tornarem potenciais alternativas
antiparasitarias.

As atuais alternativas antiparasitarias, nifurtimox e benznidazol, sao
eficazes em apenas 20% dos casos cronicos, por consequéncia de sua baixa
penetrabilidade nas células e, portanto, da incapacidade de atingir a forma amastigota,
que é a responsavel pela manutengdo da infeccdo (MORILLA, 2015). Na presente
investigacio, demonstramos que tanto M-PONTX-Dqg3a[1-15] e [Lys]*-Dg3a[1-15] sdo
capazes de diminuir o nimero de formas amastigotas da cepa Y de T. cruzi (cepa
resistente ao benznidazol) em culturas celulares, onde é observada uma menor
quantidade de amastigota por célula na infecgdo tratada pelo analdgo substituido por
lisina. Além disso, nossos resultados indicam que [Lys]® M-PONTX-Dq3a[1-15] tem
uma poténcia contra as formas tripomastigotas 187 vezes maior que o benznidazol e
seletividade parasitéaria 28 vezes maior também.

Mecanismos de morte celular de autofagia, morte celular semelhante a
apoptose e necrose foram encontrados em tripanossomatideos patogénicos. O
mecanismo de apoptose ainda ndo foi elucidado completamente e a participacdo de

metacaspases e modulacdo pela presenca de reguladores apoptoticos da familia Bcl-2
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continua incerto. A via necroética € evidenciada pela intensa vacuolizacdo citosolica,
forte efeito sobre a mitocondria, fragmentacéo aleatéria do DNA e ruptura da membrana
plasméatica (MENNA-BARRETO, 2019). Na presente investigacdo, 0 mecanismo de
acdo dos novos peptideos foi avaliado em formas epimastigotas por citometria de fluxo
e microscopia eletronica de varredura (MEV).

Pela técnica de citometria de fluxo foi observado a marcagdo predominante
por 7AAD+/AX- em ambos 0s peptideos testados caracterizando um processo de morte
celular necrotico, o qual esta relacionado a perda de integridade de membrana e que
pode estar associado a dano de organelas, comprometendo drasticamente a recuperacao
dos parasitos (MENNABARRETO, 2019)

Também foi observado aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio para ambos os peptideos testados, podendo esta relacionado com a inibicéo ou
desestabilizacao por ligacdo em sitios alostéricos da enzima tripanotiona redutase que é
um dos mediadores antioxidantes mais importantes para sobrevivéncia do T. cruzi no
organismo do hospedeiro vertebrado, influenciando assim diretamente na
sobrevivéncia, proliferagdo e viruléncia do microrganismo (PIACENZA; TRUJILLO;
RADI, 2019). Assim, enzimas antioxidantes como a tripanotiona reductase (TCTR) séo
essenciais para a sobrevivéncia do parasito (BOMBACA et al., 2019).

Entretanto, apenas M-PONTX-Dq3a[1-15] foi capaz de reduzir o potencial
transmembranico mitocondrial em 24 horas de incubacdo o0 que pode ser
correlacionando pela producdo de espécies reativas de oxigénio observado pelo
tratamento com esse peptideo, uma vez que a manutencdo da funcdo mitocondrial é
importante no balanco redox em tripanossomatideos e na producéo e neutralizacao de
EROs.

Outro papel importante da mitocéndria é a producdo de energia celular por
meio da criacdo de moléculas de ATP, energia essa necessaria para diversas funcées
vitais do parasito como por exemplo o processo de metociclogénese, transformacao de
epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos, processo no qual também € de suma
importancia a acdo da enzima cruzaina participando da adesdo entre o parasito € 0
intestino do barbeiro, no hospedeiro invertebrado (BATISTA et al., 2015; i (LOSINNO
etal., 2021; SAN FRANCISCO et al., 2017).

A cationicidade (carga liquida positiva) € uma importante caracteristica

fisico-quimica dos peptideos, que influencia as interacbes peptideo-membrana
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modulando as interacBGes eletrostaticas iniciais entre os PAMs e os fosfolipidios
carregados negativamente presentes nas membranas do microrganismo (PEDRON et
al., 2019). O anélogo substituido por lisina [Lys]*M-PONTX-Dg3a[1-15] tem uma
carga liquida positiva maior em 1 ponto do que M-PONTX-Dg3a[1-15]. Essa mudanca
ndo s6 aumentou a seletividade do peptideo, mas é provavelmente responsavel pela
maior afinidade para interacdo com a membrana de T. cruzi. Alem disso, as diferencas
na interacdo da membrana mitocondrial observadas apenas para M-PONTX-Dqg3a[1-
15] também podem ser explicadas pela maior afinidade de ligagdo do analogo
substituido por lisina a membrana externa.

O dano causado pelos peptideos a membrana do T. cruzi foi confirmada pela
técnica MEV onde foi observado alteracdo em seu formato tipico e extravasamento
celular, corroborando com o processo de necrose como principal mecanismo de agao
para ambos os peptideos.

PAMs de outros venenos animais, como a batroxicidina (MELLO et al.,
2017) e crotalicidina (BANDEIRA et al., 2018) também s&o capazes de induzir necrose
com alto IS. No entanto, benznidazol que também induz necrose, possui um baixo IS.

Além disso, uma qualidade Unica de muitos PAMs sdo seus multiplos
mecanismos de acdo, que juntos contribuem para sua atividade tripanocida geral. Sua
atividade antiprotozoaria pode ser direta, rompendo membranas ou mirando alvos
internos, incluindo DNA, RNA e sintese de proteinas, bicamadas lisosémicas, organelas
relacionadas com o armazenamento de célcio, mitocondrias ou interrompendo
atividades enzimaticas chave (Sabia Junior et al., 2019).

A investigacdo bioguimica comparativa entre o parasito e o hospedeiro, no
intuito de descobrir rotas metabdlicas diferenciadas, que sejam alvo para uma inibicdo
seletiva, bem como para elucidacdo do modo de interacdo do composto com seu alvo.
Estudos recentes identificaram  potenciais alvos  quimioterapicos em
tripanossomatideos, que incluem as enzimas GADPH (Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), cruzaina e o sistema tripanotiona/tripanotiona redutase (SOEIRO;
CASTRO, 2008; SOUZA, 2014).

Assim foram realizadas simula¢fes de interac6es dos peptideos com as
enzimas cruzaina, tripanotiona redutase e TcCGAPDH, bem como com inibidores
conhecidos de cada enzima, tetrafluorofenoximetil cetona (KB2), quinacrina mostarda
(QUM) e chalepina.
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Os fragmentos M-PONTX-Dg3a[1-15] e M-PONTX-Dq3a[3-15] nédo
mostratram interacdo com os alvos estudados com nenhuma das enzimas estudadas,
porém ndo podemos decartar a possibilidade de interacfes em sitios aldstericos e
possivel desestabilizagdo enzimatica. Os peptideos substituidos com arginina [Arg]® M-
PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]*® M-PONTX-Dg3a[1-15] mostraram interacdo com
tripanotiona redutase, [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15] com a TcGAPDH e [Arg]® M-
PONTX-Dg3a[1-15], [Arg]” M-PONTX-Dg3a[1-15], [Arg]‘° M-PONTX-Dg3a[1-15],
[Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15] mostraram interagdo com cruzaina. Entretanto, a
seletividade destes peptideos mostrou seletividade entre 7,5 e 18,8, muito baixa para ser
considerado promissor pela OMS (Nwaka and Hudson, 2006).

Dos peptideos substituidos por lisina, [Lys]*-M-PONTX-Dq3a[1-15] mostrou
interacdo com a enzima cruzaina, diferente do M-PONTX-Dg3a[1-15]. Essa interacdo
pode ser a responsavel pelo menor nimero de amastigota por célula durante a infecao
realizada, uma vez que a cruzaina quando inibida ira dificultar a transformacéo da forma
tripomastigota em amastigota. A acdo da inibicdo da cruzaina somada com o aumento
da carga positiva que o torna mais atraente & membrana do parasito podem ser 0s
responsaveis pelo aumento da seletividade promovido pela substituicdo por lisina, e pela
maior producdo de espeécies reativas de oxigénio além do melhor efeito sob as formas
amastigotas.O blogueio desta enzima € associado com uma interferéncia na
metaciclogénese, nutricdo, reducdo da infectividade, inibicdo da proliferacdo e,
consequentemente, morte do parasito, principalmente nas formas tripomastigotas e
amastigotas (BATISTA et al., 2015; LOSINNO et al., 2021).

Ao todo, projetamos racionalmente dois novos peptideos derivados de M-
PONTX-Dg3a que apresentam vantagens a atividade antichagasica sobre o
medicamento padrdo, enquanto aumentam as oportunidades destes peptideos para

atingir ensaios clinicos.
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Dentre os dez fragmentos e andlogos de M-PONTX-Dq3a testados, trés deles
obtiveram IS superior a 50, sendo um fragmento (M-PONTX-Dq3a[1-15] ) e dois
analogos ([Lys]*M-PONTX-Dq3a[1-15] e[Lys]*M-PONTX-Dq3a[1-15]) evidenciando
que a importancia dos aminoacidos iniciais da sequéncia peptidica para o efeito
tripanocida, aléem disso também é observado que os analogos substiruidos com lisina
tiveram melhor atividade tripanocida do que aqueles sintetizados com arginina.

A fragmentacdo em M-PONTX-Dq3a[1-15] e a substituicdo por lisina na
posicdo 3 foram capazes de otimizar e gerar o peptideo com melhor atividade
tripanocida, sendo obtido uma reducédo da toxicidade, aumento da seletividade, bem

como a reducdo do tamanho da molécula e o custo e tempo de producdo da mesma.
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Figura 26 : Efeito citotéxico de [Lys]* M-PONTX-Dq3a[1-15] sobre LLC-MK2.
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Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dqg3a[1-15]. Analise estatistica foi realizada por

ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 27 : Efeito citotoxico de [Lys]* M-PONTX-Dq3a[1-15] sobre LLC-MK2.
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Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dqg3a[1-15]. Anélise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05
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Figura 28 : Efeito citotoxico de M-PONTX-Dqg3a[1-15]sobre LLC-MK2.
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Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), ap6s 24h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Analise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 29: Efeito citotoxico de M-PONTX-Dq3a[3-15] sobre LLC-MK2.
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Analise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.



Figura 30: Efeito citotéxico de [Arg]® M-PONTX-Dq3a[1-15] sobre LLC-MK2.
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos
independentes (n= 3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Analise
estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 31 : Efeito citotoxico de [Arg]* M-PONTX-Dqg3a[1-15] sobre LLC-MK2.
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dqg3a[1-15]. Analise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 32 : Efeito citotoxico de [Arg]** M-PONTX-Dqg3a[1-15] sobre LLC-MK2.
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dqg3a[1-15]. Anélise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 33 : Efeito citotoxico de [Arg]’ M-PONTX-Dq3a[1-15] sobre a forma

tripomastigota de T.cruzi .
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Legenda: Os dados foram expressos em média = E.P.M, de experimentos
independentes (n= 3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Analise
estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 34 : Efeito citotoxico de [Arg]*° M-PONTX-Dq3a[1-15] sobre a forma
tripomastigota de T.cruzi .
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos
independentes (n= 3), ap0s 24h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Analise
estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 35 : Efeito citotoxico de [Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15] sobre a forma
tripomastigota de T.cruzi .
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Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos
independentes (n= 3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Analise
estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 36 : Efeito citotoxico de [Lys]®* M-PONTX-Dqg3a[1-15] sobre a forma
tripomastigota de T.cruzi .
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Legenda: Os dados foram expresso em média + E.P.M, de experimentos independentes
(n= 3), apo6s 24h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Analise estatistica foi
realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 37 : Efeito citotoxico [Lys]* M-PONTX-Dq3a[1-15] sobre a forma
tripomastigota de T.cruzi .
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Fonte: Elaborada pela autora

Legenda: Os dados foram

expressos em média + E.P.M, de experimentos

independentes (n= 3), ap6s 24h de tratamento com M-PONTX-Dg3a[1-15]. Analise
estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 38 : Efeito citotoxico de M-PONTX-Dq3a[1-15] sobre a forma tripomastigota

de T.cruzi .
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Legenda: Os dados foram

M-PONTX-Dq3a[1-15] (uM)

expressos em média = E.P.M, de experimentos

independentes (n= 3), ap6s 24h de tratamento com M-PONTX-Dg3a[1-15]. Analise
estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.
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Figura 39: Efeito citotoxico de M-PONTX-Dqg3a[1-15] sobre a forma tripomastigota
de T.cruzi .

1201
EC:,:8,76
10095 1S 21 56
* *
80- —— T

60+

4 LA

Viabilidade celular (%) /
Tripomastigota

0969@9,,359& AR
M-PONTX-Dq3a[3-15] (uM)
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Andlise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 40: Efeito citotoxico sobre a forma tripomastigota de T.cruzi .
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Legenda: Os dados foram expresso em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), apds 24h de tratamento com M-PONTX-Dqg3a[1-15]. Analise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 41 : Efeito citotoxico
T.cruzi .
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Legenda: Os dados foram expresso em média £ E.P.M, de experimentos independentes
(n= 3), apo6s 24h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Analise estatistica foi
realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.
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Figura 42 : Efeito citotoxico de M-PONTX-Dq3a[1-15] sobre a forma epimastigota da
cepa Y de T.cruzi.
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), apds 24h, 48h e 72h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Analise estatistica foi
realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.

Figura 43 : Efeito citotoxico de [Lys]®* M-PONTX-Dq3a[1-15] sobre a forma
tripomastigota de T.cruzi .
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=
3), apds 24h, 48h e 72h de tratamento com M-PONTX-Dq3a[1-15]. Andlise estatistica foi
realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni, com *p<0,05.
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M-PONTX-Dga chmmmﬂnunn-) B ‘lo, with chronic b which

Sy crud rhidiries death. However, m th ik do not effectively address the
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_"‘““*‘""““‘I 3] for their peotection. The AMP M-PONTX-De3a, isolated fram the Discp quatriceps
u‘mMMv«yd{mM ““nd.. cidal activities. Although M-PONTX-Dq3s his
betser activity thas the th the p mmmummmpmmnuamm_napw
mmmmumwumwmammwmaummma.wum
study the sctivity of substinuted ssalogs, to lmprove not caly p teyp ivity asd Réoavailabiliry,
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15] and [Lys)*-M-PONTX-Dg3a [3-153-15 with sissllar trypasccidial activities that the pasent pq:sa m.,m
mmmorrmmlvmmm 7 P did.
develop novel jad effective tryp I bio-thempeutic sgess, opesisg new for the nl‘
diranic patieats.

1. Introduction The treatment Is based on chemotherapy carried out with two drugs,

Chagas disease Is caused by the parasite Trypanasoma cnsad, affecting
6-7 million individuals in Latin America [1]. Moreover, due o the
immigration of infected people, this disease has spread to non-endemic
countries, increasing the bealth probl This di has
two climical phases, with the acute phase being characterized by high
parasitemia and a chrondc phase that can be symptomatic or asymp-
tomatic. The symptomatic chronic phase affects up to 30-40% of cases
and Is characterized by cardiomyopathy, arrhythmias, megaviscera and,
maore rarely, polyneuropathy and stroke [2).
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which are efficient in acute Infections, bat they have severe side effects
and fall to eradicate the intracellular form of the parasites (amastigote)
in the chronic phase. Ch show rel comorbidites that
mmmfmwummlwmﬂqofhfe.
wark productivity and finally, in a high percentage of patients, culmid.
nate in death, representing an annual global econamic burden. There-
fore, the development of aliernative drugs Is an urgent medical need.

After years of research to improve peptide properties and delivery
strategles, several peptides are already being used in clinical practice for
different applicatioes and, in particular, 7 antimicroblal peptides
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(AMPs) have aleady been approved by the US. Food and Drug
Administration (FDA; gramicidin, daptomyein, colistin, vancomycin,
oritavacin, dalbavancin and celavancin) [3,4]. Vemoms from ine
vertehrates constitute a rich source of AMPs. The diverse modes of ac-
tion of AMPs oo prodozoan targets, and the prospection of novel ABMPs
isolated from wenomous arthropods with therapeutic poiental, bawve
tumeed these peptides into interesting tools to search for nowel dinical
agenits i treat profozoan: borne dissases. Thelr antprozoa acoviry could
b= diirect, disrupting membranes, or aiming internal fargets, including
DNA, RMA, and proteln synthesis, lysosomal bilayer, disrupting key
eneymatic activities, organelles related with calcem storage, and
mitochomdria [5].

AMPs from the Dingpomera quadniceps ant venom, also called dino-
poneraioing, were previously idemtified as trypanocidal agenis. Among
the different AMPs, M-FONTX-Dg%a was identified as the most pobenit
pepiide that showed the highest selectivity index (51 = 20) [4]. 1o this
investigatian, to improve peptide capacity of reaching clinical use, we
have mindmized the sequence required to maintain M-PONTX-Dq3a
activiry. Forthis purposs, we have evalbsted the trypanocidal activiey of
fragments and substimted analogs derived fram the M-PONTX-Dg3a
arigiral sequence and elucldated their cell death mechandsm of action.

2. Method

21, Solid.phase pepride symehests, parficarion, and analyss

The salid-phase peptide synthesis was performed in a peptide syn-
thesizer [F53-5ync Technologles/LibertyBlue CEM corporatian), using
the fluaromethyboyearbonyl (Fmoc) sirategy, and the peptides were
anchared i a Rink Amide resin, with a substduiion degres of D52
mmal g~ The dry protecied pepiidyl-resin was cleaved by sxposure io
TEA/anisole/water (95:2 52,5, voviv) for 2 h at room temperature [7].
The crude peptides were precipltated with anbydrows diethyl ether,
sepambed from the ethersoluble reaction components by fleratbon,
extracted from the resin with acetonitrile 0% in water, and lyophilized
[4]. The crude peprides were purified by seml-preparative reverse-phase
high-performance bguid chromatography on a Delta Prep S00 (Waters
Asmociates)Prominence LE-204 (Shimadzu) and the selecied fractions
contalndng the purifisd peptides were pooled and Iyophdlized. The
peptides  were characterized by liquid-chromatography  electro:
spray-bonization mass spectrometry using a Model &130 Infinity mass
spectrometer coupled to a Mode] 1260 high-performance liquid chro-
matography system (Agilent) [7]. The peptides obimined were named
M-PONTX-Dg3a [1-15]), M-PONTX-Dgda [3-15], M-PONTX-Dqla
[12-23], [Lys]? M-PONTH-Dg3a [1-15], [LysT* M-PONTX-Dq3a [1-15],
[Lys]"™ M-PONTX Dgda [1-15], [Argl® M-PONTXDoa [1-15], [Arg]*
MPONTH-Dg3a [1-15], [.!.r‘q:_'l-" MPONTXDq3a [1-15], [Arg]™
M-PONTX-Dg3a [1-15], [Arg]"" M-PONTX-Dq3a [1-15].

22 Parastres and cell cudrure

LLE-MES kidney cells (ATCE OCLT), epimastigote and trypomasti.
gote formms of T crunl benznidazole-resistant ¥ strain were kindly
donated by Laboratorio de Bioquimica de Parasitas (Instinso de Qul-
mica, Undversidade de Sio Paule, S50 Paulo, Brazil). The LLC-MEZ oells
were mainmdined ar 37 °C in a 5% 03 atmosphere in Dulbecro’s
Muodified Eagle Medium (DMEM) {Vimocell, %30 Paule, Brazl) con-
hmn.gl]ﬂﬁﬂfﬁﬂtmdn!!m[ﬂﬁlmﬂlﬂhuﬂ[pﬂﬂdmnlm
Uml ™" and sirepiomycin 130 pg mL L These cells were infected with
trypomastigobe forms of T. cruml to obtain the amastigote forms and
maimain the trypomastgoce forms. The indection cycle was main@ined
weekly at 37 “C in a 5% CO0g atmosphere in DMEM mediom (Vitrocell,
%30 Paulo, Brazl) supplemented with antiblotics (penicillin 100 U ml ™
and sireptomycin 130 pg ml ") and 2% FBS. Epimastigoies were
maintained weekly in Liver Infusion Trypiose (LIT) medium with 10%
FBS at 28 °C [4].
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29, Effecr om T. o irypomasnigede forms

Trypomastigote forms are the non-proliferative infective form of
T. oruml, which corresponds to the blood ciroulating form in the
mammalian host. The trypomastigote forms of T. onesd obtadned by
infecting LLEMES cells with trypomastigoies in T-25,75 em” flasks were
harvested (800 g for 7 min), plated in Sbwell plates (1 « 10° parasitess
wedl] with 2-fold dilwtions of fragments and analogs of M-PONTX-Dq3a
{concentration ranging from 12.5 fo 0% pmal L of pepiide), wsing
PES as the negative control and incubated at 37 “C in a 5% Oy atmo:
sphere in DMEM medium (Vitrocell, Sic Paulo, Brazil) sepplemented
with antibiotics {pericillin 100 U mL ™ and strepicmycin 130 ug mL ™)
and 10% FBS [4]. After 24 h of incubation, cell viahility was measured
by counting them in a bemocyiometer chamber. Benenidazmde at 2-fold
dihstion cancenirations mnging fram 1000 ta 15.6 pmol L~ was wsed as
the positive control. Parasites treated with sterile PES wene considered
negative controls (100% viabiliy) and all experiments were carried ot
in triplicate.

24, Cydomeriogy o mammalion cells (LLC-ME2)

Cell viability was measured using a standard 3-(4, 5-Dimethylthdazal.
2ol 2.5 Diphenylietrazolium  Bromide (MIT) assay [10]. Brefly,
LLEC-ME2 cedls were plated in DMEM medium with 108 FBS supple-
mented with amtibiotics {pendcillin 100 U mL~" and sirepromyein 130
gg mL"), treated with fmgments and analogs of M-PONTX-Dq3a
{100-1.56 pmal L' of peptide) and benznddazale and incubated at
37 fior 24 b and 48h. The cells were incubated for 4 b in the presence
of MIT (Amresco, Ohba, USA; 5 mg mL~"); after that, a 10% sodium
dodecy] sulfate (50%; Veter, Sio Paulo, Brazil) solution was added 1o
solubidlize the fomazan product. Cell viability was assessed by atsor-
hance at 570 nm an a microplaie reader (Biochrom® Asys Expert Flus)
[11]. Cells treated with sterile PBS were considersd negative controls
{1005 viabidity). Bengnidazole at 2-fold dilution concentrations,
ranging from 1000 to 15,6 pmal L, was used as the positive contral,
The half-maximal effective concentration (ECss) was determined by
non-linear regression and the selectivity index (S1) was calculated by the
formmla: Elsp of LLC-ME2/ECs of irypomastigote forms of 24 b [12].
This 51 value was nsed io sslect the promising peptides (%1 = 50).

25, Effecr cn T, ozl amesigone forms

Amastigote fores are responsible for maintaining the infecton and
the chronificadon of Chages disease. The effects of MPONTX-Dq3a
[1-15] and [Lys]-M-FONTX-Dg3a [1-15) on the amastigote forms wers
aszessed. Briefly, LLC-MIZ cells were seeded on 20-well plates com:
talping coverslips (13 mm of diameter) and cubured in DMEM medium
supplemented with 10% FBS and antbiotics (penicillin 100 U mL " and
m':-pmn].dn]muml"j.:m?t.lnaﬂltu;mh:mhrﬂh
Mewt, the medium was removed and the cells were infecosd with iy
pomastigode formes (parsite-host cell ratlo of 2001) in DMEM medium
contalning 2% FBS. After 48 h of incubation, the infected cells were
washed and treated with ECyy, 2 1 EC and 4 x By, of trypomastigobes
aof mach pepiide. The coverslips were collected afier 24 and 48 h, washed
with PBE, fixed in Bowin's solwtion, and staimed with Giemsa [13].
Mon-treated infected cells were used as the negative control. Amastigote
cells per 100 cells were determined by cowunting 300 cells from the
different growps obtained from different wells. The By, was determined
by non-linear regression and the selectivity index (S1) was calculated by
the formula: ECayy of LLE-ME2/ECy, of amastigote fomes for each time.

28, Effecr om T. ol epimasiigote forms

Epimastignte forms comrespond to the proliferative insect wector:
borne stage and are present in the digesdve tract of the trlabomine in-

sevis The epimastigote forms of T crusd benonidazole-resistant ¥ strain
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at the exponential siage were harvesied (00 g for 5 min), plated in S
well plates (1 = 10* parasites/well), and exposed to M-PONTX-Dg3a
[1-15] and [Lys-M-FONTXDq3a [1-15] ar 2-fold dilution concen-
trations ranging from 100 to O.7H in LIT medium supplemented with
anstibioties (penicillin 100 U mL ™" and sireptomyeis 130 yg mL ™) and
1i¥a FBS. Benenddazale at 2-fold dilution concentrations ranging fram
1000 1o 15,5 pmol L' was used as the positive control. Parasite growth
inbdbition waes quantified in a hemocytometer chamber after incubation
at 3 °C for 24, 44, and 72 h, The pamasites treated with sterile PBS
mediom were considered negative controls (1008 viabdlity) and all
experiments were carred out in triplicate [5].

A7, Cell deady pathway esarys of T crunl

Flow cytametry was performed to investigate the cell death pathway
af the epimastigote forms of T. oned at the exponential stags when
exposed to ECy, of M-PONTX-Dgda [1-15] and [Lys]®-M-PONTXDq3a
[1-15]. Brefly, the parasites were treated with each peptide in LIT
medium and incubated for 24 b, washed and stained with differem
probes (according to the manufacturer’s instructions) to evaluate the
cell death pathway. Phycoerythrin-conjugated anmexin W (Annesin
V-PE] and/or T-AAD (7-amincactimomyrin [ BD Pharmingen, Califior-
nla, USA) were wmed to evaluate the externalization of phosphati-
dylserine andfor membrane damage; ', 7-Dichloroflucrescin diacetate
(DCFH-DA; ;!Dm.n'IJILq]w.liLn:dmﬂihi:lhtrﬂm'cumm
species (ROS) formatian; and rhodamine 123 [luy;gml.'l]w.u used fo
evaluate mitochondrial tansmembrane potential. Next, the samples
were screened in a FACSCalibur flow cytometer (Becton-Dickinson, San
Jose, CAL, bn which 10,000 live events were collecied and analyzed wsing
the: CellQuest software (Becton-Dickinson, San Jose, CA). Benznidazole
{125 pM]) wms used as the positive control of Annexin ¥-PE7-AAD and
rhodamine 123 probes, while luperox (50 pM) weas used as the positive
comirod of DCFH-04 probe. The epimastigotes treated with PES were
used as the negative controls and all experiments were carried out in
wriplicate,

28 Sconming electrom micrascopy (SEM)

The epimastigote forms were treated with the ECy, wales of M-
PONTX-Dgia [1-15) ar I:I.].'.IIJ-H-H:IN'II-I?qEI.I [1-15] and incwbaied
for 12 b Adfter incubation, the parasives were fixed for 2 h with 2.5%
glutaraldehyde (Electron Microscopy Sclences, Hatfleld, Pennsylvania),
washed, dehydrated with a gradient seres of sthanol, dried with 00z,
coated in gold, and analyzed in a FEG Quanta 450 scanning electron
microseape (FEL, Oregon, USA) [©].

29, Smristcal analyds

The assays were performed i triplicate of three independent ex-
periments and the obtained results were expresed as mean £ standard
emror. Cell viability was caloulated as a percentage compared to the
untreated cell The ECsy (half effective concentration) was determuined
by nonelinear regression with a 95% confidence inderval. Statistical
cnmparisons were analyzed using ANOVA with Bonferrond's post-test
using the GraphPad Prism® program, version 5.0,

3. Resulis
A1 Trypanacidal podenn'al of M-PONTE-Dg3a fropments

The M-FONTX-Dgda (Dg3a [1-23]) AMP is namurally deaved in the
ant venom: gland on two Noterminal fragments, M-PONTX-Dg3hb (Dq3a
[1-1%]), with low trypanocidal effect and M-PONTX-Dg3c (Dgla
[1-11]) with almost no trypanocidal activity [4]. Based an these resulis,
two possible scenarios were evaluated; a) some amino ackds were
missing from the N-termdnal pant of the peptide, which are relevant for
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ihex trypamocidal activity ar b) the Cterminal region of M-PONTX-Dq%
is the main responsible for the trypanodidal activity. To elucdate this
were  designed: & Coerminal  fragment  complementary 1o
M-PONTXDoc, (Dq3a [12-22]), a N-terminal fragment with 15 aming
aclds (Dqda [1-15]) and a N-terminal fragment from the third amino
acid up to the oumber 15 (Dg3a [3-15]) (Fig. 1). The biophysical
characterization of these three peptides showed that all of them had the

same net charge, but M-FONTX-Dq3a [12-23] had the lowest hydro-
phobdcity [(H) and hydrophobdc moment (pH), while M-PONTX-Dq3a
[1-15) had the highest H and gH {Fiz. 1; Table 1), AD of them wene

synthesized and cell death-indwucing capability was evaluated against
hast cells (LLE-ME2 cells) and trypomastigoe forms of T, onsi. Inter-
estingly, the C-terminal peptide M-FONTX-Dgda [12-23] showed no
effert at any of the tested concentrations, suggesting that the N-terminal
reghan of the AMP should be relevant for the antiparasitic activity.
Comfirming this hypothesis, the Dog3a [1-15] peptide showed an BCsg at
0.59 £ (.05 M against trypomastigote forms and a selectivity index (513
715, while Dq3a [3-15] showed an ECyp at 876 £ 233 uM against
irypoamastigote forms and 51 of 2156 (Tabls 2. Both Koterminal short
peptides showed better actvity than thist of the current standard-of-cane
drug. Benznidazole (ECS0 = 1614 + 310 gM, 81 = 2110 OF them,
M-PONTX-Dg3a [1-15) showed almaost the same potency and selectivity
than the fulllength peptide [4]. This, the design and synthesis of
M-PONTX-Dg3a [1-15] analogs were chosen to improve selectivity.

AZ Trypanocidal potencial of M-PONTX-Dg3af1-15) analogs

M-PONTY-Dgda [1-15] analogs were designed with arginine and
Iysine substitutions in hydrophilic positions (3, 4, 7, 10, and 111 The
five substimied Arg:M-PONTXDg3a [1-15] and three sbstnmed
Lys-M-PONTX-Dq%a [1-15] analogs were evaluated agalnst bost cells
(LLE-MEE redls) and irypomastigote forms of T, o,

They showed a net charge between 43 and + 4, H between (.501 and
0,781, and pH berween 0.412 and 0511 (Fig. 1; Table 111t isimpartant
i note that single substitutions by Arginine ([Argl"M-PONTI D%
[1-15), [Arg]*M-FONTX-Dgda [1-15], [Arg]™™-PONTX-Dgd3a [1-15],
[Arg] CM-PONTX-Dg3a [1-15] [Arg]' B-PONTR-Dg3a [1-15]), clearly
decreased the selectvity index of the parental peptide. However, the
decrease was not so significant with Lysine substitutions [Lys]'-M-
PONTX-Dg3a [1-15] and [Lys] "*-8-PONTX-Og3a [1-15]. Interestingly,
thee [Lys]®-8-POMNTE-Dq%a [1-15] analog showed a higher SI than the
jparenial pepdde (B5.3) (Table 2L

A3, Trypanocidal efect and cell dearh mechanism of acnion of aptimized
peprides

Berause af the promising results obtained agalnst the trypomastigob:
and LLC-MK2 cells, Dg3a [1-15] and [Lys]®- Dg3a [1-15] were tested
against the epimastigote forms (the proliferative insect vecior-bome
stage of the parasiie). Incerestingly, Dg3a [1-15] showed the lowest
ECsg values at the three different times of incubation [Takle 1.

Thus, D% [1-15] and [Lys]®- Dgla [1-15] were tesied against the
amastigote forms (the proliferative inracellular stage of the parasiie) of
T. cruzi and both peptides were able to decrease the number of amast-
gotes per 100 cells after 24 and 48 by, showing ECy;, values of 132 and
041 pM for 24h of incwbation and .37 and 0,28 pM respectively. The 51
of Dgda [1-15] and [LysF- Dg3a [1-15] for amastigo form at 24h
were 32 and B0, while Increased to 9% and 156 at 48k, respectively
{Table 4

Flow cytometry and scanning electron microscopy (SEM) were per.
formed to assess the actlon mechanism of these peptides.

Ta evaluate the parasite death mechanism of actlon, the parasites
were treated with the peptides, stained sither with 7AAD (viabdlity dye
that enters the cell through a plasma membrane lesion) and Anpexin.v
{4X) (apopiosis marker by the externalization of phosphatidylserine),



ML Mowero el

M-PONTX-Dg3a

0
LA "% Q’

M-PONTXOg3(12-2

M-PONTX.Dgq3a 315
!” \k
-/I

MPONTX.0g3a [11%]

[KI M PONTX-Da3a115]

' 4

!-.7' ] ,:"!

&) 4
S 20
[

UL
o

[KY® M-PONT XD 3a{1-15]

pink ones represest hydrophilic aming acids,

100

Buropean Sl of Medcined Chamtstry 241 (M02) 114624

FWGTLAKWALWMMGAKONK

Testsssssrsasrasnaanat

-a.-.o-.---o-o.-..- .
-

8 ¢
B

FWGTLAKWALKAIPA:
FCS0=0.50 M
§1=72.9

M1

[RIM-PONT X093 115

;9-” 4
et

|’ MPONT X-Dg2e(1-15]

i
E

AIPAAMGMKQNK

i

” rnmmuwm1 i

[RI" M-FONTX-Dgdal1-15]

*‘°.
'J

IR]" MPONT X Dqdaft 15

O

RY N-PONTX.Dq3a{1:15)
Fig. 1. Helical wheel projectians of M-PONTX-Dg3a fragments and its anabogs. Vellow i grey cinces isdieate bydrophobic ssino acids, blue, perple, red asd



101

ML Mosinmo o al Europeon Sormol af Medicrwd Cherieiny 241 (20220 114624

Tahle I

Pysicochemical propenses of fegments and anbsgs of M-PONTX-Dgda
Paptide Serpaeter Mrdrridas i g z H L Yield
NPT [1-1%] PWLTLAKWALEAIPK 16730 3 1) r a1 el
NPT [5-1%] GTLAKWALKAIPA IOWAD 3 1R e nxrr e
MHPOINTX D i 1227 AIPAAMEMIONE 1A 3 L Lim o
[y} - PR Ul 117 PAKTLAKWALKAIP 1AL " [T &% i
[ig]* 8- PR eyt 117 FRHGKLATWA LA LI " i Lass %)
[lam]™ M-PENT-Dgc [1-15] PG TLAKWAKKAIPA 1647 " [ et s o
[y M- PR D [1-15) PARTLAKWALKAIPA 1L " s L8 o
] 8- PN gt [1-15) PWGALAEWALEATFA TR " sy L8 081
[ ]” 8- PN gt [1-15) WS TLAWALKAIPA 1L 3 ol a2 o
[.urn:u-l.'em:-:qk[. E!'] T TLAKWARKAIRA 1TLRID " i s i)
]! MO iy [ 1-15] TS TLAKWALIAIRA 1T 3 ol nanz i
M-I - ] PWGTLAKWALKAIP AAMCMEDNE =113 ] R [L24K N

& {net chagge), H pdeoplobiciry], pH (hydropholée: mosest), sccoeding oo HeliQuest (opa/Teliguest pes e e egl-ln CompurPacsms. iy ). Nd: nol done.

Tabde 3

Effect of B-PONTX-Dq3a Inigments and dsalogs agaimn the irypasastigoe:
i ol Tryposiiend oAl ¥ stsaln and LLCMIKD ssimimalian cells snd this
mispective selictivicy ndes (50

Paptide LLE-sIK2 Trypenusgoi |
(Kl Bl
- ] B ] -
IHLEG & 1L.77 A i 2136
A S 059 s 008 e L]
42008 0B s 000 B.a
Bl & T Lo & LT Sl
W0 & 2N LW i 1S 3Ls
130% 2 1.71 [LE-E LR 188
Wb i 1.2 LM & O 1]
Wil 300 £ 0K 1048
807 2 0Ds 1.E s A
LR R L34 & e o i)
HOLE 2 5TH L&LA £ LR il
L [ i Ric] B

Eigq vlues ane expressed in (. Dana are expressed & misans = SEM of three
stipeendent eapisimests.

Table %
Effert af M-PONTX- Dyt fragmests and ssaligs agads the epimstigon: s
of Trypamona crus Y sl

NPT ILyel" MPONTY-  Bemanidemle  SI-PONTY
Dgla[1-15]  Dga(i-15] B 1]
Bl T1i1d 115418 NI E1RY ATE1
4h
Bl U700 16 & LO0E TAENE  LGEDS
‘#3h
ECy’ R7 &0 103 & L0s Dl EI%  LéiDa
T2h

EC50 values s expeessed in pb. Dana ane exprised as miies + SEM of thiee
Exdipendenl eapisimess.

DCF (a marker of reactive species of oxygen formation), or Rhodamine
123 {a marker of mitochondrial trarsmembrane potential) and the
stained rell populations were analyzed by Sow cytiometry.

After 24 hoof innubatian, the ECss value of D3 [1-15] increased the
TAAD:/AX- populathan by 11,298 (Fig. 2], bed to a kigher farmation of
RGOS (40%) (Fig. 3A), and reduced £5% of the minchondrial trans-
membrane patential iz, 58). The ECag value of [Lys)®: Dqda [1-15]led
fto A F193% increase of the TAADS /AX-population (Fiz. 2), a higher
formeation of ROS (38%) (Fig. 24), with no significant alterations in the
mitochondrial tmnsmembrane potential (Fiz. 38). The positive contral,
benmddazale, showed a 5.71% increase of the 7AAD S /A Y-population
(Flg. 2) and a 0% decrease in the mitochondrial transmembrane po-
tentlal (Flg. ZB). Luperox, the positive contral of DCF, led o a higher
formation of ROS (37%:) [Fig. JA)

These results of SEM images showed degradation of the parasite
membrane after treatment with both peptides (Flg. 4), comobomting
with the increase on 7AAD/AN-populations.

4. Discussion

Antimicroblal peptides are promising molecules for the development
of dnegs for the treatment of Chagas disease. However, natural AMPs
have some limdtations, such s lack of stability da o, toxicity, and big
slze (=30 aa), which inorease the production costs [14]. In this
investigation, we were able to design a novel AMP with a betier trypa.
nocidal effert than iis parent peptide, but with a redwced pumber of
amina acids and lower toadcity.

Recently, we evaluated the trypanocidal effect of dinoponeratoxins,
and the BM-PONTX-Dq%a (23 a.a.) peptide showed the highest potency
(ECSD of 032 pM an trypomastigotes] and selectivity index (80). As
explained before, this peptide is aturally deaved (in the venom gland)
in twe Mierminal fragments M-PONTXDgdb and MPONTY. Dok,
which bave 13 and 11 amino acds, respectively, which drastically
redured thedr trypanocidal activity [4]. Therefore, the design of new
nan-natural fragments derived from the parental pepitide o dentify the
smaller sequence with better antl-parasitic effect was suggested.

Our results have demonstrated that peptides derived from the C.
terminal region g% [12-23] lose the parental peptide activity, as well
as the N-terminal fragment Dada [2-15]. However, Dg3a [1-15] showed
almost the same anti-parasitic activity than the parental peptide (EC50
= (159 pM; 51 72.4), with the advantages of baving a smaller size and

Table 4
Effeet of M-PONTX- D and [Lys]' MAPONTY-DoSa [1-15] iguissr ssastigoe s of Trypanisoma s ¥ sisis issd LLC-MKD ssamesaline £olk s their sespoetive
sideetivity ey (ST},
Armtigoirs By Tk LLE-HICE 2 L1 Aot ot BTy, 8h LLE-HAE By /i strah
M-PONTX-Dela [1-15] L+ 038 T 0 1281 37 & 1T T £ ALT w7
[Lya] ” M- PONTE-Diga [1-15] o k02 A4 & 0K BOLES O & 018 ATES £ 39 1568

By values ane expeessed in pb. Dana e expoised a8 seans = SEM of theos independosl eperisients.



MLL Mosinro o al

0.12%

102

Eurnpean Jooned af Medconod Chemmuine 241 [0 114824

formis. Flow ecytosetry evalustion of secnsis’
apopimk-lie cell death of Trpansoms oesl e
Erkligone foem. (A) Man-oealid episaigae e,
(B} meabed with besenidamle 125 bl (C) eeatid
with M-PONTX-Dg3a [1-15] ar 7.2 M, and (O}
[Lys]™ M-PONTX-Dq3a [1-15] & 13.5 M fioe 24 b
labeled with phycoeryiain-conjugaed annexin V
{Annesis V.PE) and/or 7-AAD (T-aminosctinasyos
0. Percentagis valuss ane averages of 10,000 live
evenls foom thiee Edependent ciperiments (CT:
castnal b PES).

o
e

kower toodciiy.

Phe and Trp residues are nonpolar and their aromatic side chadns
may favor hydrophobic interactions with Liplds in biomembranes [15,
1¢:]. This could explain the loss of trypanocidal potential of Dg3a [3-15]
with the Phe and Trp absence.

According tothe WHOUTDR far a novel antiirypanasomal agend, one
af the main eriteria for considering a molecule as a potential hit is the
need i obtain a 51 higher than 50 [12]. M-PONTX-Dg3a [1-15] has
higher 51 values than the criterion limit, but bower than M-PONTX-Dq3a,
0 we decided to improve this fragment.

The design simategies include substirutions of non-charged polar
residues for arginine or bysine (charged polar residues) to increase the
selectivity 1o the negatively charged phospholipids present in the
membiranes of microarganisms [17]. Basd on the previous resles, we
decided not to make any changes to the Dg-3a [10-15] sequence and fo
the tweo first amino aclds Dg3a [1,2], which seem to be important for the
hinlogical effect. Therefore, we changed the hydrophdlic positions 3, 4,
7, 10, and 11, generating five Arg-substituted analogs and three
Lys-subsiitmizd analogs.

In & recent study conducted by cur ressarch growp, Arg-substitutions
were able to Increase the selectivity an T, cnei benenidamde-reslstant ¥
straln [15], but in the present investigatian, ome Lys-substituted pepride
([Lysl*-Dg3a [1-15]) showed the highest effect and 51 Accordingly,
[Argl® and [LysI'-M-FONTX-Dq3a [1-15] showed almost the same
physicochemical pammeters, but great differences regarding thedr bio-
logical efferts. The [ﬂ:g]’-uhumum:hqshuwd a 5.0-fold higher
inxicity and lower selectivity than the [Lys] -substinsed analog. Thus,
we considered M-PONTX.Dgda [1-15] and [Lys}Doa [1-15], the
better candidates to berome potential antl-parasitie hits.

Nifurtimox and berenddazale, the two current treatments for Chagas
disease, have high toachty and severe side effects. They also have lower
than 20% of efficacy in the chronde stage of the disease [19), & a
onnsequence of their low penetmrability into cells and thus, the incapacity
in reach the amastigoie form, which s the one responsible for the
infection maintenance [J0], In the present investigation, we have
demonstrated that both M-PONTX-Dq3a [1-15] and [Lys)*-Dg3a [1-15]

are able to decrease the number of amastigote forms of T ol
benzmidazale-resistant ¥ strain in cell cultures, showing selectivity tothe
parasite 90 and 146 times higher than to the host cells at 48 h of incu.
haticn in this developmental form. Funthermare, our resoles indicate
that [Lys]*M-PONTX-Dy3a [1-15) hasa potency against trypomastigote
forms  187fold and parasite  selectivity 2old  higher than
benznddazale.

Varlation in the susceptibility of T. cuml to benanddazole s also a
major cause of treatment fadlure [20), 5o a benznidazole-resistant
T. crunl population, strain ¥, was developed a few years ago [22). The
benmddazole-resisiant T. crsi stradn ¥ has been widely used [23,24] by
our research group and worldwide with the aim of finding new antl-
chagasic madels. Our results of benznidamds with straln ¥ are similar 1o
theoee in the literatare.

Cell death mechanisms of mtophagy, apoptosis-like cell death and
necrosis have been found In pathogenic trypanosomatids. Howeser,
whether apopiosis-like mechanism occur with the panticipation of
metacaspases and modulation by the presence of apoptotic Bel-2 famdly
regulainrs are yet o be elucidated [25]. The necrotic pathway is evi-
denced by the intense cytosolic vacuolimrtion, strong effect on the
mitochondrion, mndom DNA fragmentation and plasma membrane
disnaptian [25]. In the present investigatian, the mechanlsm of acthon of
the novel peptides was evalmied on epimastigote forms by fow
cytometry and scanning electron microscopy (SEM)L Baoth techndques
demonstrated membrane damage, where the 7AAD- /A-population

was twofold higher for [Lys]"MPONTXDg3a [1-15] than for
M-PONTX-Dg3a [1-15] treated epimastigotes and the same difference
was abserved for BCSIL

It |s impartant ta note that AMPs fram other animal venoms, such as
batrooicidin [11] and crotalicidin (23] are also able to induce necmosis
with a high 51 However, benenidazle-\nduced necrosis [26] bas a weak
Bl

Catboniciry (positive net charge) is an imporntant physicochemical
feature of pepiides, which influences peptide-membrane interactions by
maodulating the indtial electrostatic ineractions benvesn AMPs and the

negatively charged phospholipids present in the microorgandsm
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Fig. 3. Optimized trypanocidal peptides induce
oxidative stress. Flow cysametry analysis of the Se-

¢ mation of ROS in epimastigote forss treated with M-
PONTX.Dq3  [3-15]) a0 7.2 @M, [Lys]™
é M-PONTX-Dq34 [1-15] a1 135 pM and heperex at 50

M (A) and Riodrsise 123 labeling of epimastigote
forms treated with M-PONTX-D3a [1-15) a1 7.2 yM,
[Lys]*- M-PONTX.Dg3a [1-15] at 13.5 M and benz-
sidzole & 125 pM (B). (CT: comtrel in PES; Rho123:
12 Rhodamine 123; BZ: benznidasele)
Ogda{ 118 {oM)
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Fig. 4. The marphology of dying epimastigotes after trypanocidal peplide
treatment. Scanning eloctros microscopy of Trypunssome onal epimastigotes
treated with peptides. (A) Contrel eplmastigotes, (B) treated with ECy, of M-
PONTX-Dga [1-15), (€) rreated with ECy, of [Lys]™ MPONTX-Dq3& [1-15]
Scale bar. 5 g

membranes [27]. The lysine-substituted analog {Lys}M-PONTX.Dq32
[1-15) has a positive (< 1) net charge, which not anly increases the
peptide selectivity but Is probably responstble for the higher affinity for
Interaction with the 7. cruzi membrane. Furthermare, differences in
mitochondrial membeane interaction observed only for M-PONTX-Dq3%2
[1-15] could be also explained by the higher binding affinity of the
lysinesubstituted analog to the external membrane,

Altogether, we have ratonally designed two noved M-PONTX.Dg3a
short-derived peptides that retain the trypanocidal activity over the
standard.of-care drug, while increasing peptide opportunities to reach
the clinical use stage.
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5. Conclusion

This study has demonstrated that the minimum M.PONTX-Dg3a
derived peptide is able to induce the death of the different blological
forms of Trypanasoma crai with better selectivity and activity than the
cument standard.of .care drug, benznidazole.

Credit author statement

Marflia Lopes Montelro, Dinya Bandelira Lima: Conceptualizatton,
Methodology, Data curation, Writing: Original draft preparation.
Katlelle Albuquerque Frelre, Emanwel Paula Magalhdes, Brenna Pin.
hedro Stiva, Alicla Belén Garcfa-Jarefio, Jodo Victor Serra Nunes, Marcia
Machado Marinko, Ramon Roseo Paula Pessoa Bezerra de Menezes:
Methodology. Mar Orzaez, Vand Xavier Oliveira Jundor, Alice Maria
Costa Martins: Writleg- Reviewing and Editing, Visualization, Invests.
gatlon, Project administration Funding acquisition.

Declaration of competing Interest

The authors declare the following financlal interests/personal re.
lationships which may be considersd as potential competing Interests:

Danya Bandeira Lima reports financial support was provided by
Coardination of Higher Education Persoane! Impeovement. Vanl Xavier
Olivedra Junior reports financial suppoct was provided by State of Sao
Paulo Research Foundatica. Alkce Maria Costa Martins repoets financlal
suppart was provided by Nattonal Councdl for Sclentific and Techno.
loglcal Development. Mar Orzaez repoets financial support was provided
by European Reglonal Development Fund. Danya Bandeira Lima reparts
financial suppoet was provided by Federal Undversity of Ceara.

Data availability
Data will be made avallable oo request.

Acknowledgments

We would like to thank the Consetho Nacianal de Desenvolvimento
Qentifico ¢ Temologico - Brasil (CNPg-Process number 435426/
2018-4), Coardenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superioe

Brasll (CAPES-PNPD 88887.368537,/2019-00, Finance Code 001),
Fundagao de Amparo 2 Pesquisa do Estado de Sao Paulo - Brasll
(FAPESP.VXO #2017/03046-2), European Reglanal Development Fund
(ERDF) included in the ERDF Operational Program of the Valenclan
Community 2014-2020 and the Generalitat Valenciana - Spaln
(PROMETE(,/2019,065) for funding the study. We are also thankful to
the Analytical Center Core Factlity of the Federal University of Ceara for
the technical support In the Electron Microscopy studies and the
Multiuser Central Facilities (UFABC) for the expertmental support.

References

(1] Werkd Mendth Ouparssation (WHD), Chagn v (abo kaown ax American
tryponcecesiaxa), 2021, Aprd 1
(acresed Masch 231, 2007,

, 2020, (Actemed 4 Mech 2021 )
12} JA. Perex-Molisa, L Molrm, Chuages Dtwrnse, 2018

3] G Upert, A Luther, D. Oboecht, P. Ermert, Eerging pepeidde snsthuotion with
therapeutic potential, Merd Deug Dtscor, 9 (2021 )

4] CH Chen, TK. Lo Develtprment and Challenges of Aatimicrobtal Peptides foc
Therapeutic Applicatiomy, U, Antibtot., Beel, Swecnecbond, 2000,

(5] BF. Sabts Jimicr, LIS Mmezex, LS. & Azadon, BF. Schwarex, Netural
ocrienemnce 1 venomos arthropods of mttmicrobial pepeides acevw agatoat
Prosuman panaites, Toadem 11 (2019) 303,



ML Mownro eral

{6) DL Lima, CP. Melko, 1C). Bandeira, RILP.P.B. De Memeses, T.L Senpoto, C
B. Falcwo, 1-EERL Mockghers, G. flicks-eptive, AMC. Mactiza, The
h—nwﬂ-h plant ant M—-m‘why-

vitro aststrypenceneal activity, Siol Chess. 399 (2018) 167198, boge . dat ory
10,1435 Bee- 20170190

{7) MO Treres, CN Pecros, JA. da Sdva Lima, P.L da Siva, 1.0 da Sibes, V.

X Oliwwira, o of leucne-ud d decorsin azsdoge with
lower bemalytc acsviry, 1 Pept. Sci. 23 (2017) SLS-KXS, s doisry
10,2002 e MIZA

(8] CXN. Pedron, M.D.T. Toroes, JA. da S Limse, PL Siva, 7.0 Shva, V.X. Oltwetrn,
Nowrl dessgned VnCT1 snaloge with mcovased astamicrobial B 3 Med.
Chem. 120 (07) €36-463, Ritpe. /dot ry 10 1000 sfmert 200611040,

19) KA Poetre, MDY, Tocres, DB Lawa, ML Montetm, REPP. Seanrra de Menees,
AM.C Marga, V.X. Olivetrs, Wag vesce - 3w antichagpeds
Toxicon 181 (2000) 73-7K, nipe/det oyt 01014/ ) sanbran 200004 000,

uoyt Vanden Berghe, 5. Grootjam, V. v pes, DLV,

kshahi, P. Vandessboek ind necroeie coll dewth
hvm-ﬂ-m“ﬂml!}u"-lama ‘de.org I0.1DES/)
ymeth 21302001,

{11) CP. Mello, DO, Lizzs, Ramon Roweo Paals Peoos Beoers de Meneam, 10

J. Basdeiea, LD, Teamoslo, TL. Sxmmpoio, 8. Fakcan, G. Badis-Sapeista, Alice

Toxiron 130 (2017) 36-62, httpe/ el wrg/ 10 LO186/) sesieen 201 7,02 03 L.
(12) S Nwnka, A Mudeos, baz for mopucad diveswer,
Nat. Sov. Drug Discov. 3 (2008) S41-955, Ir:n ﬂ:m,( TOI008 w184,
113] LD Tesarolo, RRPPS de Meneam, CP. Mello, DL Lima, £, Nagalbden, &
umvushuu—hubl.mun-s-.;

vaxn-.mn-—v. of by

mm llOl-ll‘ herpm dnmx 10 ICI‘ ASOTICIN 00147,

[14] CD. Nell, LA, Mamx, REW. Hancock, G. Schrwader, Designing astanscrobial

form follows foncson, Nat. Rev. Drag Discow, 11 (2011) 37-51, bepe

dotorye /10100, rd L,

115] CN. Pace, 1M, Scholir, A bellx p acale tosed oo wtudbes of
M-‘mw&ﬁ(lm Rt /s oy, 161 UM 006349
(L peaF i N

(16) W.C Winley, K. Hraviows, o drx m and
uramewened J. Merzie, umﬂul)z’-x herpe mun,;

110007 A00ZE2-0 1155450,

ll!

Huropeon Joormd of Medicinad Chereusry 241 (202) 114624

{17] K. Lohrws, Membeane active antamacrobial peptides ax wructurea for
novel antiblotic agents, Crsr. Top. Med. Chemn 17 {20017) 308-519, boope /dal
W 1021 T4/ L ARC20A1 8040 L 80 T 1 22404,

(18] C.N. Pedron, KA. Sretre, MD.T. Torren, D8 Lime, ML Mostesro, REPPS. De
Iﬁ-—;LI.r.ll_ v.xdmm._—d\tm mealogs reveals

for the d of new g,

147 (2020) 1810-2818, Strpe e g 10101 7,50011 1 KA20001HAL

1191 LA, Urbizs, . Docsngo, Specfic chanstherapy of Clagas diwsse: controversies
and advances, Tresds Parsaktol. 10 (2000) 495301 sop v ncstabonib
o prabemed TASSA0L (Acceurd 1 Septembser 20173

1204 umumm”wa—--ﬂ--

and do ot 10 (2013) 485481,

hn;-t \h,rq. lll.’.:l?v mm 14 lﬁ'.

121] AM Meg-daeamillo, GJ Penmder, M Mosalls, RS Nicholls, O Trisma-
Clutwez, Trypanceama cruzi strais secatant o benmidanle occurring in
Coloenibea, Bomedics 52 (2012) 196208, boipe dotorg 10190050120
4157200 20000007,

122} S Murm, AJ b, b vivo wk af 2 pop of Toyp
cruzi and cloaes rextstant to b gy 116 (Fe 2) (1998) 165171,
hittpoc//dotong 20,101 7/%000 1 15200700 184

123} L.CO. Bardeies, D. Bandeirs-Lim, CF. Mell, T.0. Peseizs, LRLP.P S De Menexes,
r;a-;-h.umd;c.ﬁhwmmc—-nu-

b wilioct of croeale A dthe vip din, found in Crombas
dursonas ferrificus edessakor s woon ghed, Pessslogy 145 (2017) 1056-1084,
It et ceg/ 301 L0 X 90CCHT LAD0] 700 TR 6

124} A Vela, M. wnns—u:amnc:a;mm
Migpae in Vitro P Crad Dlaczwte Typing
Uity (DTUs) $o Bermnidsoole: A -.u--un-uy-.am
ftrpec/ /des.oeg /0L L57 1/ Junmmsal presad 0000260,

{23] Y. Menas-Barmeo, Cell death pathways = pathopnic trypenceamatich: kexass
of fovwriiall, Crfl Deth Dix. 10 (2019), herpee “dortsarg, 100000 241 415016
13-

126} L.C2 Bandeis, D. BandeioeLorm, CP. Melka, T.9. Peowics, RILP.PS. D¢ Menem,
u.s-pnuuh-.r.muc Aatickagadc efect of

founsd i Crosadux durioom tesrifices
w-—y—gn—wmn ity /det.org /10200 7/
ST R0 TO0IN N

127) CN. Pedron, €S, de Oltveira, AF. da Stha, G.F. Andrade, MLA. da Séva Pizbal,
G Cerchisro, PL da Siha Junioe, 7.0 da Sihoa, MUOUT. Toeres, VX Oltvetra, The
effect of = in the bclogicad of the swoepion venom

VT, fie ) Phoemacee. Sci 136 (1Y), sope doorg 10 101600
EIPS 2009 (6008,

105



106



