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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) ¢ um problema de saude publica negligenciado mundialmente, a qual
contém como unica op¢ao de tratamento no Brasil, o benznidazol (BZN), medicamento que apresenta
efetividade limitada e efeitos adversos importantes. Nesse contexto, ha necessidade de buscar
estratégias terapéuticas que promovam uma maior seletividade sobre o parasito sem causar
complicag¢des para o hospedeiro. O veneno da formiga gigante Dinoponera quadriceps € rico em
peptideos, denominados dinoponeratoxinas (Dntxs), classificados como peptideos antimicrobianos
(PAMs). Em estudos anteriores, a Dntx M-PONTX-Dq3a apresentou efeito tripanocida nas principais
formas evolutivas do Trypanosoma cruzi, sendo entdo considerado promissor. Seu fragmento, a Dntx
M-PONTX-Dqg3a [1-15], demonstrou efeito muito semelhante ao peptideo parental, além de um
tamanho menor, implicando em custos reduzidos de producdo. Apesar disso, a possibilidade de
melhoria na atividade da M-PONTX-Dq3a [1-15] levou a cria¢do de varios analogos, sendo um deles
o analogo [Arg]*-M-PONTX-Dq3a [1-15] abordado neste estudo. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito tripanocida do analogo [Arg]*-M-PONTX-Dgq3a [1-15], ¢ sua a¢do sobre a enzima
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (TcGAPDH), importante para a sobrevivéncia do parasito. Para
isso, foram realizados ensaios nas formas tripomastigotas da cepa Y de 7. cruzi. Em formas
tripomastigotas, foi observado que o analogo [Arg]*-M-PONTX-Dq3a [1-15] apresentou ICso 1,09
uM, sendo seu efeito 148 vezes maior que o benznidazol. Nos estudos de docking molecular, o
peptideo em estudo apresentou interacdo favoravel com a enzima TcGAPDH, principalmente nas
regides dos residuos Thr167, Cys166 e llel3. Para isso, foi feita a avaliacdo da atividade tripanocida
nas formas epimastigotas para determinagdo das concentragdes utilizadas na dosagem da atividade
enzimatica, sendo obtida a ICsp >19,2 nos tempos de 24, 48 e 72 horas. A avaliagdo da atividade
enzimatica foi realizada nas concentragdes de 19,2; 9,6 ¢ 4,8 uM, nos tempos de 2 horas, 1 hora, 30
minutos e 15 minutos respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre os tempos e
concentragdes testadas, mas com redugdo da atividade enzimatica. Em conclusdo, o analogo [Arg]*-
M-PONTX-Dqg3a [1-15] apresenta um grande potencial, pois apresenta efeitos sobre a forma
infectante do 7. cruzi, reduzindo a atividade da TcGAPDH, importante alvo farmacolédgico para a

doenga de Chagas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; peptideos antimicrobianos;

dinoponeratoxinas; TcGAPDH.



ABSTRACT

Chagas disease (CD) is a neglected public health problem worldwide, which contains benznidazole
(BZN) as the only treatment option in Brazil, a drug that has limited effectiveness and significant
adverse effects. In this context, there is a need to seek therapeutic strategies that promote greater
selectivity on the parasite without causing complications for the host. The venom of the giant ant
Dinoponera quadriceps 1s rich in peptides called dinoponeratoxins (Dntxs), classified as
antimicrobial peptides (AMPs). In previous studies, Dntx M-PONTX Dq3a showed a trypanocidal
effect on the main evolutionary forms of 7Trypanosoma cruzi, and was therefore considered promising.
Its fragment, Dntx M-PONTX-Dq3a [1-15], demonstrated an effect very similar to the parent peptide,
in addition to a smaller size, implying reduced production costs. Despite this, the possibility of
improving the activity of M-PONTX-Dq3a [1-15] led to the creation of several analogues, one of
which is the analogue [Arg]4-M-PONTX-Dq3a [1-15] addressed in this study. Thus, the objective of
this work was to evaluate the trypanocidal effect of the analog [Arg]4-M-PONTX-Dq3a [1-15], and
its action on the enzyme glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (TcGAPDH), important for the
survival of the parasite. For this, tests were carried out on the trypomastigotes of the Y strain of 7.
cruzi. In trypomastigotes, the analogue [Arg]4-M-PONTX Dq3a[1-15] was observed to have an IC50
of 1.09 uM, with an effect 148 times greater than that of benznidazole. In molecular docking studies,
the peptide under study showed a favorable interaction with the TcGAPDH enzyme, mainly in the
regions of residues Thr167, Cys166 and Ile13. For this, the evaluation of the trypanocidal activity in
the epimastigotes forms was carried out to determine the concentrations used in the dosage of the
enzymatic activity, obtaining an IC50 >19.2 at 24, 48 and 72 hours. The evaluation of enzymatic
activity was performed at concentrations of 19.2; 9.6 and 4.8 uM, at 2 hours, 1 hour, 30 minutes and
15 minutes, respectively, with no significant difference between the times and concentrations tested,
but with a reduction in enzymatic activity. In conclusion, the analogue [Arg]4-M-PONTX-Dq3a [1-
15] has great potential, as it has effects on the infective form of 7. cruzi, reducing the activity of

TcGAPDH, an important pharmacological target for the disease of Nasturtium.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; antimicrobial peptides; dinoponeratoxins;

TcGAPDH.
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1. INTRODUCAO

A doenga de Chagas (DC) ¢ um problema de saude publica que atinge, principalmente,
a populacdo de paises tropicais, sobretudo os da América Latina. Entretanto, com a
globalizagdo, paises da Europa, América do Norte, Australia, Japao, dentre outros 21 paises
possuem individuos portadores desta enfermidade (CHATELAIN et al., 2017).

O agente etiologico da DC ¢ o Trypanosoma cruzi, que pode ser transmitido, através dos
insetos triatomineos infectados, durante o seu repasto sanguineo; por via oral, ao ingerir
alimentos contaminados pelo parasito; via transplantes e transfusdes sanguineas; e por via
congénita (NEVES, 2004).

O unico tratamento disponivel no Brasil é o benznidazol, que possui eficacia limitada
na fase cronica da doenga e ¢ capaz de causar reacdes adversas que afetam a adesdao do paciente
(DND;1, 2021). Dessa forma, ¢ de suma importincia a pesquisa € o desenvolvimento de novas
moléculas que sejam efetivas no contexto da DC.

Atualmente, a investigacdo e elucidacdo de rotas bioquimicas e moléculas especificas

do parasito vem recebendo bastante atengdo no desenvolvimento de novos farmacos
antichagasicos. Dentre muitas, a via glicolitica de sintese de ATP (adenosina trifosfato) pelo T.
cruzi, bem como a sua principal enzima, a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (TcGAPDH),
vem ganhando destaque como alvo molecular nesse tipo de pesquisa. (VINHOTE et al., 2017).

Dentro da pesquisa farmacoldgica, venenos de origem animal vém sendo estudados
como fonte e modelos para novas moléculas no tratamento de doengas, visto que sdo compostos
ricos em peptideos cujos efeitos biologicos, como antimicrobiano, antifingico, leishmanicida e
tripanocida sao bastante conhecidos (CHATELAIN et al., 2017). Pensando nisso, foi estudada
a a¢ao do veneno total da formiga Dinoponera quadriceps (DqV) contra as principais formas
de sobrevivéncia da cepa Y de T. cruzi, parcialmente resistente ao benznidazol, demonstrando
uma alta seletividade pelo parasito.

Através de estudos protedomicos, foram identificados uma série de peptideos
antimicrobianos presentes na DqV, os quais sdo denominados como dinoponeratoxinas (Dntx)
Dg-3348, Dg-2561, Dg-1503 e Dg-1319 (COLOGNA et al., 2013; TORRES et al., 2014).

Estudos protedmicos evidenciaram quatro peptideos no veneno de D. quadriceps: Dq-
3348, Dqg-2561, Dg-1503 e Dqg-1319 (BANDEIRA LIMA et al., 2018), as quais foram
denominadas de acordo com seu peso molecular tedérico ou experimental e por uma
nomenclatura normalizada: Dq2561 (M-PONTXDq3a; 23 residuos de aminoacidos), Dq-1503
(M-PONTXDq3b; 13 residuos de aminoacidos), Dg-1319 (M-PONTX-Dq3c, 11 residuos de



15

aminodcidos) e Dg-3348 (MPONTX- Dq4e; 30 residuos de aminoécidos). Dentre os diferentes
PAMs com atividade antichagasica, M-PONTX-Dgq3a foi identificado como um peptideo
promissor contra as principais formas evolutivas de 7. cruzi, possuindo, assim, o maior indice
de seletividade (IS) (BANDEIRA LIMA et al., 2017).

Entretanto, o uso de peptideos de ocorréncia natural como agentes terapéuticos tem
limitagdes que precisam ser superadas, como falta de estabilidade, toxicidades potenciais, € seu
tamanho relativamente grande (> 20 aminoacidos), o que aumenta os custos gerais de producao
e fabricacdo, limitando o potencial uso dessas moléculas na terapéutica (BANDEIRA LIMA et
al., 2018).

Para contornar esses problemas, reduzir custos de obtencao e potencializar as atividades
biologicas das Dntx, foram empregadas estratégias de otimizagado estrutural desses compostos.
Dessa forma, foram desenvolvidos os derivados da M-PONTX-Dq3a, a M-PONTX-Dq3a [1-
15] e a M-PONTX-Dq3a [3-15]. Em estudos realizados para avaliacdo dos efeitos desses dois
derivados, observou-se um melhor efeito do peptideo M-PONTX-Dq3a [1-15] sobre as formas
de T. cruzi (SILVA, 2021), o qual foi escolhido para a sintese de analogos que foram utilizados

no presente trabalho (MONTEIRO, 2022).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doenca de Chagas e sua epidemiologia

Também conhecida como tripanossomiase americana, a DC ¢ uma parasitose
caracterizada como uma doenga negligenciada, acometendo principalmente populagdes de
baixa renda, com importante morbimortalidade em paises tropicais como o Brasil (BRASIL
2019).

A infec¢do causada pelo 7. cruzi, agente etiolégico da DC, acomete cerca de 6 a 7
milhdes de pessoas no mundo (figura 1), sendo em sua grande maioria na América Latina
(DND;1, 2021). Segundo DNDi1 (Iniciativa Medicamentos para Doengas Negligenciadas), a DC
¢ a parasitose que mais mata na América Latina, e ainda se estima que 75 milhdes de pessoas

estejam em risco de contrair a doenga.

Figura 1: Paises endémicos e ndo endémicos a DC.

Nao endémica, mas presente

. Endémica
@

Fonte: adaptado de DNDi, 2020. Disponivel em: <https://dndial.org/doencas/doenca-de-chagas#fatos-

sobre-a-doena/>. Acesso em 10 de novembro, 2022.

Estima-se que no Brasil hé cerca de 2,4 milhdes de casos de DC, com predominancia de
casos cronicos da doenca. Quando analisadas as regides do nossos pais, o Nordeste apresenta-
se como a terceira em nimero de casos, e segunda na incidéncia de novos casso de infec¢io por
T. cruzi. (BRASIL 2021). Na figura 2 ¢ possivel ver o nimero de 6bitos por DC no periodo de
1996 a 2016 no Brasil e no Nordeste. No Ceara, segundo dados de 2015 a 2019, a taxa de
mortalidade especifica por DC como causa bésica ¢ de 0,6 6bito/100.000 habitantes (275

obitos), com predominancia do sexo masculino (64% dos 6bitos). As regides do Vale do
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Jaguaribe (mortalidade de 2,3/100.000 habitantes - 63 O&bitos), Cariri (mortalidade de
1,4/100.000 habitantes — 101 6bitos) e Sertdo Central (mortalidade 0,8/100.000 habitantes — 25
6bitos) sdo as regides do estado com maior mortalidade por DC (CEARA, 2021).

Figura 2: Obitos no periodo de 1996 a 2016 por DC no Brasil e no Nordeste.

()bitos por Chag as no Brasil Obitos por Chagas no Nordeste/Geara
(1996-2018) Bahia 12.068
*por residéncia Pernambuco 2.543
Norta Alagoas LTy Atras apenas do
Sul Piaui 1.265 Sudeste, Nordeste
y tem até 12 vezes
Nordeste cears 942 mais mortes que 6
Centro Oeste Paraiba 586 Norte, entre 03
Sudeste anosde 1996 e
R.G.do Norte © 254 2016, de acordo
Sergipe 247 com o Ministério da
BRASIL Saude

Maranhdo 113

1 02 5y 7 m i I A 0 3000 5000 9000 12000

Fonte: Ministério da Saude/SVS/CGIAE — Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (Diario do

Nordeste). Disponivel em: <https://diariodonordeste.verdesmares.com.br/metro/negligenciada-doenca-

de-chagas-mata-um-por-semana-no-ceara-1.2038492>. Acesso em 12 de novembro, 2022.

2.2 Vias de transmissio

As principais vias de transmissao do 7. cruzi conhecidas sdo a vetorial, congénita, por
transfusdo sanguinea ou transplantes de o6rgdos e a por ingestdo de alimentos contaminados
(NEVES, 2004).

A forma vetorial, com periodo de incubagdo de 4 a 15 dias, ocorre durante o repasto
sanguineo do inseto triatomineo (“barbeiro”) infectado, que libera as fezes contendo formas
infectantes do parasito ao lado da lesdo feita pela picada. Ao cogar a regido, o individuo
promove a entrada dos parasitos na corrente sanguinea (GONTIJO SANTOS, 2011).

A transmissdo congénita ou via placentaria pode ocorrer em qualquer fase da gestagao
ou parto, pelo contato do sangue infectado da mae com as mucosas do feto. Entretanto, o maior
risco ocorre nos ultimos 3 meses de gestacdo, ja& que a mae tem aumento da parasitemia
(REQUENA-MENDEZ et al., 2015). Também pode acontecer a transmissdo pela deposigdo do
parasito na placenta, que sao liberados para a circulagao fetal, podendo causar morte prematura
do feto (NEVES et al., 2004).

A transmissdo por via transfusional, mesmo sendo pouco frequente, ainda nao foi
totalmente extinta, j& que todo componente hemoterapico ¢ potencialmente infectante. O T.

cruzi pode permanecer viavel a 4°C por 18 dias, ou em temperatura ambiente por 250 dias em
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bolsas de sangue (DIAS, 2006). Para se evitar esse tipo de transmissdo da DC, todos os
hemocentros do Brasil devem realizar o teste de sorologia para o 7. cruzi, antes de o material
ser liberado para doagao.

A transmissdo por transplante de 6rgdos infectados pode desencadear a forma aguda
grave, ja que o paciente faz uso de imunossupressores, favorecendo o aumento da infec¢ao
(PEREIRA; NAVARRO, 2013).

A transmissdo oral vem aumentando muito nos ultimos tempos, principalmente na
regido norte do Brasil, ocorrendo pelo consumo de alimentos contaminados com as fezes de

triatomineo infectado, como caldo de cana e acai (TOSO; VIAL; GALANTI, 2011).

2.3 Manifestacdes clinicas da doenca de Chagas

A clinica da DC apresenta-se de duas formas: a fase aguda (DCA) (sintomatica ou
assintomatica) e a fase cronica (DCC), que pode ser classificada como indeterminada, cardiaca,
digestiva ou cardiodigestiva, a depender das regides do corpo afetadas (BRASIL, 2021).

A fase aguda tem como caracteristica a alta parasitemia, apresentando sintomas de febre,
mal-estar, hepatoesplenomagalia e edema subcutaneo (inespecificos) nas 4 ou 6 primeiras
semanas apos a infeccdo, ou podem apresentar-se de forma assintomatica. Caracteristicas
classicas de infeccdo podem ser encontradas nessa fase, como o chagoma de inoculagdo e o
sinal de Romana (PEREIRA; NAVARRO, 2013).

Cerca de 20 a 30% das pessoas que estdo com DCA evoluem para DCC (PEREIRA;
NAVARRO, 2013). A fase cronica também pode ser classificada em assintomatica, chamada de
indeterminada, e sintomatica, que pode ser classificada de acordo com o 6rgdo(s) mais
afetado(s) pela DC, chamadas de cardiaca, digestiva e cardiodigestiva. Na forma indeterminada,
0 paciente possui nenhuma sintomatologia da doenca, podendo levar de 10 a 20 anos para que
comece a manifestd-la. Na fase sintomatica, a forma cardiaca ¢ a que mais afeta os individuos
com DCC, apresentando complicagdes no sistema cardiovascular como a miocardiopatia
(MORAES; SILVA, 2011). Na forma digestiva, ¢ possivel encontrar varias lesdes nos plexos
intramurais, devido a deposicao de parasitos nesse tipo de tecido, gerando inflamacao, que pode
levar a formacdo do magacdlon e do megaesdofago (ALEXANDRE et al., 2014). A forma

cardiodigestiva apresenta os dois tipos de sintomas, sendo de maior risco para o paciente.
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2.4 Ciclo biologico e morfologia do Trypanosoma cruzi

Segundo a classificagdo taxondmica da Sociedade Internacional de Parasitologia, o 7.
cruzi ¢ um protozoario flagelado pertencente ao subgrupo Excavata, divisdo Euglenoza e
subdivisdo Kinetoplasta (ADL et al., 2005). E um parasito obrigatorio dos insetos hematéfagos
da familia Reduviidae - triatomineos -, de seres humanos e até pequenos mamiferos (FIOCRUZ,
2020). Possui trés principais formas de sobrevivéncia e, a depender de seu hospedeiro e fase
clinica da DC, pode ser encontrado em forma e locais diferentes no organismo (NEVES, 2004).

O ciclo bioldgico do 7. cruzi necessita da passagem obrigatdria pelo inseto vetor, o

triatomineo, para que haja a multiplicacdo extracelular do parasito, podendo seguir para o

segundo hospedeiro, o vertebrado, onde o parasito realiza sua multiplicacdo intracelular
(FRANCISCO et al., 2017).

As trés principais formas do 7. cruzi, que podem ser vistas na figura 3, sdo as formas
epimastigotas, proliferativa extracelular e ndo infectante, que se encontra no intestino do
triatomineo infectado; tripomastigota, ndo proliferativa e infectante, que se encontra no
intestino inferior ¢ nas dos triatomineos, na corrente sanguinea dos humanos e em pequenos
mamiferos infectados; e a forma amastigota, proliferativa intracelular ndo infectante, que se

encontra somente no hospedeiro definitivo (MENEZES, 2017).

Figura 3 — Principais formas de sobrevivéncia do 7. cruzi.
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sanguineo

Fonte: VIEIRA, 2017. Disponivel em:
<https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/handle/icict/25153/jose vieira ioc_mest 2017.pdf;jsessionid=475920C4
3CA1B77A45B7820C0CF8A7EB?sequence=2>. Acesso em 13 de novembro, 2022

O ciclo do T. cruzi se inicia com o repasto sanguineo do triatomineo (“‘barbeiro’)

infectado no hospedeiro vertebrado, onde ele realiza a picada para iniciar o repasto e deposita
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sobre o hospedeiro fezes contaminadas com as formas tripomastigotas metaciclicas. Ao cogar
a pele, o ser vertebrado faz com que os tripomastigotas presentes nas fezes entrem pelo inoculo
da picada do inseto, pelas mucosas ou até mesmo por ferimentos presentes na pele. Ao chegar
a corrente sanguinea, as formas tripomastigotas penetram nas células e se diferenciam para a
forma amastigota, para realizar o processo de multiplicacdo intracelular. Apos a célula infectada
possuir inumeras formas amastigotas, ocorre a diferenciagdo para formas tripomastigotas, que
causam o rompimento da célula, e sdo liberadas para a corrente sanguinea, infectando novas
células. Em seguida, um triatomineo ndo infectado realiza o repasto sanguineo em um
vertebrado infectado, ingerindo as formas infectantes do parasito, que se diferenciam em
epimastigotas no intestino médio anterior do barbeiro. Apos isso, as formas epimastigotas se
multiplicam e se transformam em tripomastigotas metaciclicas infecciosas, que sao liberadas
nas fezes do triatomineo durante seu repasto sanguineo (NEVES, 2004; MENEZES, 2017). O

ciclo pode ser visto na figura 4.

Figura 4 - Ciclo biolodgico do T cruzi.
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Fonte: VIEIRA, 2017. Disponivel em:
<https://www.arca.fiocruz.br/bitstream/handle/icict/25153/jose_vieira_ioc_mest 2017.pdf:jsessionid=475920C4
3CA1B77A45B7820C0OCF8A7EB?sequence=2>. Acesso em 13 de novembro, 2022.
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2.5 Tratamento farmacoldgico da DC

Desde a descoberta da DC, em 1909 pelo médico sanitarista Carlos Chagas, s6 foram
desenvolvidos dois fArmacos para o tratamento da DC, o nifurtimox (NFX) e o benznidazol
(BZN), sendo este ultimo o tnico disponivel para uso (DIAS et al., 2009). Esses medicamentos
sao ou foram utilizados com a expectativa de reducao da parasitemia e inibi¢ao da evolugao da
doenga e diminui¢ao das complicacdes da fase cronica, aumentando a qualidade e expectativa
de vida do paciente. Entretanto, esses dois farmacos possuem baixa eficacia de cura na fase
cronica da doenga, cerca de 40% (LEITE, 2019). O NFX deixou de ser utilizado como
tratamento no Brasil € em muitos paises do mundo devido a sua toxicidade (MENEZES, 2017).

O farmaco utilizado atualmente para o tratamento no pais, recomendado pelo Ministério
da Saude, ¢ o BZN. Porém, possui eficacia bastante limitada na fase cronica da DC, além de
apresentar muitos efeitos adversos como dermatite atdpica, febre, perda de peso e distirbios
gastrointestinais a curto prazo e trombocitopenia, leucopenia e distirbios neuroldgicos a longo
prazo do tratamento, o que desestimula a continuagdo do tratamento pelo paciente (COURA;
BORGES-PEREIRA, 2012; MENEZES, 2017). Além disso, ndo ¢ recomendado o uso por
pacientes com insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica e gestantes (MONTEIRO, 2022).

Ademais, por ser uma doenca que afeta, sobretudo, pessoas de paises subdesenvolvidos,
a falta de interesse da industria farmacéutica em buscar novos compostos antichagasicos reforca
a importancia de grupos de pesquisa em todo o mundo de realizarem estudos que conhegam
melhor a biologia do parasito, bem como desenvolverem novas moléculas com potencial

tripanocida (DND1, 2021).

Figura 5 — Estrutura quimica do BZN e NFX.

I\ 0 [N

//\ O,N N "N

04N y R 0
NH

Benznidazol Nifurtimox

Fonte: adaptado de FIOCRUZ, 2017. Disponivel em: <http://chagas.fiocruz.br/doenca/tratamento/>. Acesso em
12 de novembro, 2022.




22

2.6 Estudo in silico

O screening ou triagem experimental de grandes quantidades de moléculas consome
tempo, recursos e requer intenso trabalho laboratorial para os ensaios confirmatoérios. Com isso,
as técnicas de screening virtual tém sido utilizadas para otimizar, acelerar e reduzir os custos
associados ao processo de desenvolvimento de novos (SANTOS; FERREIRA, 2022). Dentre
essas estratégias, estudos in silico de docagem molecular tém sido amplamente utilizados, ja
que estes sdo capazes de predizer a ocorréncia de interacdes entre as novas moléculas e o alvo
proteico, otimizando o processo de screening farmacologico. Contudo, essas atividades so
podem ser confirmadas por meio de estudos experimentais (PINZI; RASTELLI, 2019).

Para os estudos de docking molecular ¢ necessario que se conheca a estrutura
tridimensional do alvo, geralmente proteico, comumente obtida por cristalografia de raios X e
disponibilizada em bancos de dados. Em torno dessa estrutura, ¢ determinado um grid, o espaco
que delimita sitios de interesse para andlise da interagdo com um ligante. Entdo, as
conformagdes ou orientacdes do ligante na interacdo com o receptor sdo calculadas por software
através de algoritmos com base na energia de ligacao entre as moléculas. Quanto mais estavel
a conformagdo e o complexo formado, maior serd a energia liberada pela ligacdo e mais
termodinamicamente favoravel serd a interagao (BATISTA et al., 2022; PINZI; RASTELLI,
2019).

2.7 Novos alvos farmacoldégicos para o tratamento da DC

Dentre as muitas estratégias para o desenvolvimento de novas moléculas com potencial
tripanocida, estudos que visam conhecer e evidenciar as principais rotas bioquimicas do 7.
cruzi, sobretudo aquelas que sao diferentes das vias do hospedeiro definitivo, sdo alvos de maior
interesse, ja que possibilitam a descoberta de terapias mais seletivas para o parasito, € menos

toxicas para o ser humano (MENEZES, 2017; FIOCRUZ, 2017).

2.7.1 Via glicolitica
A via glicolitica, responsavel por metabolizar a glicose, no 7. cruzi, € a sua principal via
de obteng¢do de energia. Sua grande dependéncia faz com que seja um bom alvo para a pesquisa
de novos farmacos. As enzimas que participam dessa via possuem uma organizacao especifica
e caracteristicas estruturais particulares, diferentes daquelas proteinas presentes em mamiferos,
o que reforga seu estudo (PROKOPCZYK, 2012). Uma dessas enzimas ¢ a gliceraldeido -3-
fosfato desidrogenase (TcGAPDH), que exerce um importante papel para a manutengdo da via

glicolitica.
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A TcGAPDH (sexta enzima da via glicolitica), catalisa a fosforilacdo oxidativa do 3-
gliceraldeido-3-fosfato (G3P) em 1,3-bisfosfoglicerato (1,3-BPG), com consumo de NAD*
(dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidada) e Pi (fosfato inorganico). Quando ocorre
inibi¢do dessa enzima, o parasito perde a sua produg¢dao de ATP, desencadeando processo de
morte celular (PROKOPCZYK, 2012; MENEZES et al., 2019). Dessa forma, devido a sua
importancia na manutencao da homeostasia e sobrevivéncia do parasito, a TcGAPDH € um alvo
que vem sendo amplamente estudado na pesquisa de novas substancias tripanocidas (FREIRE

et al., 2020).

2.8 Potencial terapéutico das dinoponeratoxinas

As biotoxinas, presentes em venenos de animais, t€ém sido estudadas amplamente pela
industria farmacéutica para a pesquisa de novas moléculas farmacologicamente ativas a
(HARVEY, 2014). Dentre essas biotoxinas, destacam-se os peptideos antimicrobianos (PAMs),
que sdo proteinas de origem vegetal ou animal produzidas pelo organismo como mecanismo de
defesa contra outras espécies. Como caracteristica, os PAMs possuem menos de 60 residuos de
aminoacidos (aa), natureza catidnica e anfipatica, o que permite que haja uma alta
permeabilidade do mesmo através das membranas lipidicas dos microrganismos (TORRENT
et al., 2013). Devido a isso, os PAMs podem ser facilmente modificados para melhorar suas
caracteristicas como estabilidade e seletividade (SILVA, 2021; MONTEIRO, 2022).

Dentre os muitos estudos de atividade biologica utilizando os PAMs, alguns tomam

como base os venenos de artropode, como o da formiga D. quadriceps (figura 6) (LIMA, 2018).

Figura 6: D. quadriceps.

Fonte: Flickr, 2015. Disponivel em:
<https://www.flickr.com/photos/69309308@N07/19310024640/in/photostream/>. Acesso em 12 de novembro,
2022.
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A D. quadriceps, também conhecida como “formiga gigante”, ¢ pertencente a
subfamilia Poneriane e pode ser encontrada por todo o nordeste brasileiro (PAIVA;
BRANDAO, 1995). Seu veneno total possui efeitos antinociceptivo, anticonvulsivante,
antimicrobiano e antiparasitario (SILVA, 2021).

Em trabalhos anteriores, foi realizada a anélise do transcriptoma da glandula de veneno
de D. quadriceps, evidenciando a presenga de um grupo de proteinas, semelhante aos peptideos
antimicrobianos (PAMs), que foi chamado de dinoponeratoxinas (Dntxs) (TORRES et al.,
2014).

Dentre a diversidade de Dntxs, foram evidenciados os peptideos Dqg-3348, Dg-2561,
Dq-1503 e Dg-1319. Para cada peptideo encontrado, foram avaliadas as suas propriedades
tripanocidas, sendo o peptideo Dgq-2561, nomeado M-PONTX-Dq3a, o mais promissor, com
indice de seletividade acima de 80, sobre formas tripomastigotas de 7. cruzi cepa Y (LIMA et
al., 2018).

Entretanto, existem algumas limita¢des que dificultam o uso de PAMs como agentes
terapéuticos, como falta de estabilidade, toxicidades potenciais, ¢ seu tamanho relativamente
grande (> 20 aa), o que aumenta os custos gerais de produgdo e fabricacdo. Nesse sentido,
estudos computacionais e de design racional tem sido estratégias empregadas para otimizar as
fungdes biologicas dos PAMs na tentativa de reduzir a toxicidade contra as células hospedeiras,
mantendo a atividade, aumentando, assim a sua seletividade. Ademais, o design racional de
PAMs também tem sido empregado com a finalidade de reduzir os custos de produgdo, ja que
existe a possibilidade de gerar estruturas primdrias mais curtas, sem comprometimento das suas
atividades biologicas (FJELL et al.,, 2011). Outra estratégia utilizada ¢ o uso de baixas
concentragdes de PAMs, ja que possuem comprovadamente efetividade em baixas

concentracgoes e alta toxicidade em elevadas concentracoes (BANDEIRA LIMA et al., 2018).

Pensando nisso, a partir da M-PONTX-Dq3a, dois outros peptideos foram sintetizados,
a M-PONTX-Dq3a [1-15] e M-PONTX-Dq3a [3-15], com a presenga de residuos de arginina
nas suas posicoes 1 e 3, respectivamente. Dentre esses dois peptideos, M-PONTX-Dq3a [1-15]
foi o que apresentou melhor efeito tripanocida (SILVA, 2021). Por fim, ainda na tentativa de
melhorar a seletividade da M-PONTX-Dq3a [1-15], diversos andlogos foram produzidos

baseados nessa Dntx.
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2.9 Justificativa

A DC ¢ uma das principais doencas negligenciadas do mundo (OMS, 2018; DNDi,
2021). Considerada uma doenga incapacitante, provoca impactos consideraveis nos setores
econOmicos, politicos e de satde na sociedade. Os custos para a manutencdo da saude de
pessoas infectadas a nivel global chegam a 7 bilhdes de ddlares por ano (SANTOS, 2020).

Apesar disso, o BZN ainda continua sendo o unico tratamento aprovado para DC,
apresentando eficacia de 80% na DCA e 20% na DCC, em cepas que ndo apresentam resisténcia
ao BZN. Sua baixa efetividade na DCC somado aos varios efeitos adversos que o paciente
apresenta ao longo do tratamento, faz com que haja urgéncia na pesquisa de novas terapéuticas
mais adequadas para a DC (RODRIGUES et al., 2014; CHATELAIN, 2017; MONTEIRO,
2022).

Os PAMs, devido as suas varias atividades comprovadas, tem se tornado um bom alvo
para a pesquisa de novas terapéuticas. Pela técnica de design racional, os PAMs podem ser
modificados estruturalmente para melhoria da sua atividade e producdo de novos peptideos
(LIMA, 2018).

Descrito por CHATELAIN (2017), as Dntx — PAMs do veneno total da D. quadriceps —
possuem diversas atividades farmacoldgicas, sendo a atividade antichagésica a de principal
interesse para esse estudo. Dentre as Dntx, se destacou a M-PONTX-Dq3a, com alto IS. A partir
dela foi sintetizada a M-PONTX-Dqg3a [1-15], com bom IS, menor toxicidade e menores custos
(MONTEIRO, 2022). Dessa forma, foi pensado na melhoria da atividade desse peptideo e
desenvolvido diversos analogos, sendo um deles a [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15].

Diante disso, sdo necessarios estudos para avaliagao da atividade bioldgica do analogo
[Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] contra as formas de sobrevivéncia do T. cruzi, comparando sua

eficacia com o peptideo de origem e o farmaco de referéncia, BZN.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral
Auvaliar o efeito tripanocida do analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] da Dntx M-
PONTX-Dq3a [1-15] e sua agao sobre a enzima GAPDH (TcGAPDH) de T. cruzi.

3.2 Objetivos Especificos
e Auvaliar o efeito tripanocida do peptideo analogo [Arg]* M-PONTX-Dgq3a [1-15] sobre
as formas tripomastigotas e epimastigotas de 7. cruzi;
e Realizar estudos de docking molecular para avaliar as interagdes do peptideo analogo
[Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] sobre a enzima TcGAPDH;

e Verificar as possiveis interagdes e o efeito do peptideo analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a
[1-15] sobre a enzima TcGAPDH.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Substancias em estudo

O processo de desenho e sintese dos peptideos utilizados no presente trabalho foi
realizado em colaboragdo com a Universidade Federal do ABC Paulista (UFABC), no
Laboratdrio coordenado pelo Prof. Vani Xavier de Oliveira Junior.

No presente trabalho, foi testado o analogo da dinoponeratoxinas [Arg]* M-PONTX-
Dq3a [1-15], com substituicdo do residuo inicial da posi¢ao quatro por arginina (Tabela 1). O
peptideo foi desenhado por meio de estratégias de design racional com o auxilio dos softwares
“Peptide  property calculator”  (http://www.pepcalc.com) e “Heliquest” (http://
http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) (GAUTIER et al. 2008), sendo entdo sintetizada em fase solida.

Em seguida, os peptideos foram sintetizados em fase solida.

Para a realizagdo dos experimentos, as solugdes de trabalho da Dntx [Arg]* M-PONTX-
Dg3a[1-15] foram preparadas nas concentragdes de interesse (50; 25; 12,5; 6,25; 3,1; 1,5¢ 0,7
uM) diluidas em PBS estéril.

Como controle positivo, foi utilizado o BZN. A solugdo estoque foi preparada a 0,2 M
e diluida em DMSO e as solugdes de trabalho utilizadas foram preparadas nas concentragdes
necessarias para atingir as concentracdes de interesse (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2 ¢ 15,6
uM), diluidas em PBS estéril.

Tabela 1 — Dinoponeratoxinas e suas sequéncias primarias de aminoacidos.

Dntx Estrutura
M-PONTX-Dq3a FWGTLAKWALKAIPAAMGMKQNK
M-PONTX-Dq3a[1-15] FWGTLAKWALKAIPA
[Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] FWGRLAKWALKAIPA

Fonte: claborado pela autora.

4.2 Cultivo celular de células hospedeiras

As células LLC-MK2, linhagem originada de células epiteliais dos tubulos renais de
macaco (Macaca mulatta), foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), sendo
utilizadas como células hospedeiras para infec¢cao por 7.cruzi. Para seu cultivo, foi utilizado o
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, pH 7.,4), suplementado com 10% de Soro
Bovino Fetal (SBF) e solucdo de antibidticos a 1% (penicilina — 200 UL.mL"! e estreptomicina
— 130 mg.mL™"). Foram utilizadas garrafas estéreis para o cultivo, mantidas em estufa de CO,,

a 37°C e 5% de COa.
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4.3 Avaliagio do efeito tripanocida do analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] sobre as
formas tripomastigotas de 7. cruzi

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir da infec¢do realizada em células

hospedeiras LLC-MK2, na concentragdo de 1x10° células/mL de meio DMEM suplementado

com 2% de SBF e antibioticos e infectadas com 2x10° parasitos/ml, sendo mantidas em estufa

de CO2 a 5% e a 37°C (figura 7), conforme descrito por LIMA e colaboradores (2016).

Figura 7: Esquema experimental do cultivo das formas tripomastigotas de 7. cruzi.
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Fonte: MAGALHAES, 2022.

Para o ensaio de atividade tripanocida, as formas tripomastigotas obtidas foram
transferidas para uma placa de 96 pogos, na concentragio de 2x10° de parasitos/ml em meio
DMEM com 10% de SBF, tratados com as concentra¢des de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 ¢
0,78 uM. Apo6s o tempo de 24 horas de tratamento, foi realizada a contagem do nimero de
parasitos em Camara de Neubauer. Assim, foi possivel estimar a concentragdo capaz de matar

50% das formas tripomastigotas (LCso) (figura 8) (MAGALHAES, 2022).
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Figura 8: Esquema experimental da avaliagdo da viabilidade celular das formas tripomastigotas de 7. cruzi.
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Fonte: MAGALHAES, 2022.

4.4 Avaliacido do efeito do anilogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] sobre as formas
epimastigotas de 7. cruzi

As formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose),
suplementados com 10% SBF e antibidticos, em garrafas de cultivo celular, na concentracao de
1x10% parasitos/ml, sendo mantidos em uma estufa BOD (Biochemical Oxygen Demand), a
28°C (ARAUJO-JORGE; CASTRO, 2000).

Para o ensaio, as formas epimastigotas foram transferidas para placas de 96 pogos, na
concentragdo de 1x10° parasitos/mL de meio LIT suplementado com 10% SBF, sendo tratadas
com as concentragdes de 19,2; 9,6; 4,8; 2,4; 1,2; 0,6 ¢ 0,3 uM. Apos 24, 48 e 72 horas, horas
de incubagdo, foi feita a contagem do nimero de parasitos vidveis, por cdmara de Neubauer.
Com a determinacdo do percentual de parasitos vidveis, foi possivel estimar a concentracao

capaz de inibir em 50% a prolifera¢do das formas epimastigotas (ICso) (figura 9).

Figura 9: Esquema experimental da avaliacdo da viabilidade celular das formas epimastigotas de 7. cruzi.
L

& E _
£3 LI

B \\\ \

\

i [h",

Cultura de epimastigotas Diluigio em meio LIT & determi-
em fase expanencial nagac da densidade celular em
Camara de Neubauer

Preparo da suspensdo celular (1 x 10° célimL),
plagueamento e adigao da solugao de esiudo

-

} ’ (V33 F:‘_

2

B

Contagem em Camara de Neubauer—
24,48 e T2 horas

Incubagio—24, 48 & 72 horas.

Fonte: MAGALHAES, 2022.
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4.5 Estudos de dockinkg molecular

Para avaliar a possibilidade de interagdo entre o analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-
15] e a enzima TcGAPDH, foram realizadas as simulac¢des de docking molecular pelo Grupo
de Quimica Tedrica e Eletroquimica (GTQE), da Universidade Estadual do Ceard (UECE),
coordenado pelo Prof. Dr. Emanuel Marinho.

Para realizacdo da analise, a estrutura tridimensional da TcGAPDH foi obtida 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 resolugdo de 1,95 A,
sendo determinada por Difracdo de Raios-X (PAVAO et al., 2002).

As estruturas tridimensionais (3D) do peptideo foram obtidas no servidor online I-
TASSER (ZHANG, 2009), baseada nas sequéncias primarias dos peptideos. As simulagdes de
docking molecular foram realizadas utilizando o servidor ClusPro 2.0 (KOZAKOV et al.,

2013).

4.6 Efeito do analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] sobre a atividade enzimatica de
TcGAPDH

Para avaliar o efeito do analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] na atividade da enzima
tcGADPH, foi conduzido o ensaio de atividade enzimatica utilizando o kit enzimatico
“KDalert™ GAPDH Assay Kit”, que ¢ baseado em fluorescéncia, mas pode ser adaptado para
leitura por espectrofotometria, para medir a atividade enzimatica da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (TcGAPDH) em células de cultivo variaveis.

Para isso, as formas epimastigotas foram cultivadas na concentra¢do de 1x10% de
parasito/ml de meio LIT com 10% SBF durante 24 horas em estufa BOD a 28°C. Para extra¢ao
da enzima, as amostras foram centrifugadas e submetidas ao processo de lise, conforme as
recomendagdes do fabricante. Em seguida, a fragdo enzimatica foi tratada com a [Arg]* M-
PONTX-Dq3a [1-15] (19,2; 9,6 ¢ 4,8 uM) durante 2 horas, 1 hora, 30 minutos ¢ 15 minutos.
Apoés o tempo de tratamento, foi realizado o plaqueamento das amostras com os reagentes,
sendo a leitura da absorbancia obtida em leitor de microplacas, com o comprimento de 615 nm.
Para obtencdo dos valores de atividade enzimatica, os valores foram plotados em uma curva
padrdo, construida nas mesmas condigdes das amostras, conforme as recomendagdes do

fabricante (figura 10).



31

Figura 10: Esquema experimental do ensaio enzimatico da TcGAPDH.
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Fonte: adaptado de MAGALHAES, 2022.

4.7 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicada de trés experimentos independentes (n = 3)
e os resultados obtidos expressos em média + erro padrdo da média (E.P.M.). Os valores de
LCso ¢ ICso foram determinados por regressao nao-linear. A andlise entre os grupos foi feita
utilizando one-way ANOVA, com pos-teste de Dunnet, sendo considerado p<0,05 como critério

de significancia. Todos os testes foram feitos utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Avalia¢io do efeito tripanocida do anilogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] nas formas

tripomastigotas de 7. cruzi

O efeito tripanocida nas formas tripomastigotas foi avaliada apds 24 horas nas
concentragdes de 50 a 0,78 uM (50; 25; 12; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 uM). Para realizagdo do
calculo de viabilidade celular, foi considerado o controle como 100% e foi possivel calcular a

LCso do peptideo (tabela 2). O BZN foi utilizado como controle positivo para fins comparativos.

[Arg]* M-PONTX-Dg3a [1-15] apresentou LCso de 1,09 uM, mostrando ser cento e
quarenta e oito vezes superior ao medicamento padrao (BZN). Em comparagdo com o peptideo

de origem, apresentou leve aumento de 0,59 a 1,09 uM.

Tabela 2 — Efeito tripanocida da Dntx M-PONTX-Dgq3a [1-15] € o analogo [Arg]* M-PONTX-Dgq3a [1-15] em

formas tripomastigotas.

Dntx LCso (uM)

M-PONTX-Dg3a [1-15] (MONTEIRO, 2022) 0,59 £+ 0,05
[Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] 1,09 + 0,05

BZN 161,4+31,8

Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way ANOVA com pds-
teste de Dunnett. *p<0,05 vs. grupo controle (CT).

Fonte: claborado pela autora.

5.2 Avaliac¢io do efeito tripanocida do analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] nas formas

epimastigotas de 7. cruzi

O efeito tripanocida do peptideo analogo nas formas epimastigotas foi avaliado nos
tempos de 24, 48 ¢ 72 horas, nas concentragdes de 19,2; 9,6 e 4,8 uM. Para realizagao do calculo
de viabilidade celular, foi considerado o controle como 100% e com esses valores foi possivel
calcular a ICso da [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] em epimastigotas (tabela 4), podendo ser

vistos na figura 15.

A [Arg]* M-PONTX-Dg3a [1-15] causou diminui¢io da viabilidade celular das formas
epimastigotas — quando comparadas ao controle — a partir da concentragdo de 1,2 uM, com o

valor de ICs0 >19,2 em todos os tempos avaliados, com melhor atividade no tempo de 24 horas.
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Figura 11 - Efeito tripanocida da [Arg]*-M-PONTX-Dq3a [1-15] em epimastigotas de T. cruzi.
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Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way ANOVA com pds-
teste de Dunnett. *p<0,05 vs. grupo controle (CT).

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 3 — Efeito da Dntx M-PONTX-Dgq3a [1-15] e do analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] em formas

epimastigotas.

M-PONTX-Dq3a [1-15] [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] BZN (uM)
(uM) (MONTEIRO, 2022) (M)
ICs¢/24h 72+ 1,4 >19,2 115,1 16,3
I1Cs0/48h 9,7+0,9 >19,2 374+56
ICs0/72h 8,7+0,6 > 19,2 22,1429

Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way ANOVA com pds-
teste de Dunnett *p<0,05 vs. grupo controle (CT).

Fonte: elaborado pela autora.
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5.3 Docking Molecular

As simulagdes de interagdes foram realizadas a partir dos peptideos com a enzima
TcGAPDH e seu ja estabelecido inibidor, a chalepina (PETTERSEN et al., 2004). Por meio do
ensaio de simulagdo, foi possivel estabelecer a interacdo entre o analogo [Arg]*-M-PONTX-

Dq3a [1-15] e a chalepina, se acoplando em sua cadeia C.

Na tabela 5 pode-se visualizar os sitios que ocorreram as interagdes entre o peptideo
analogo e a enzima TcGAPDH, comparando com inibidor chalepina. Os residuos que ocorreram
melhores interagdes com o peptideo [Arg]* M-PONTX-Dg3a [1-15] foram Thr167 (3,04),
Cysl66 (3,22) e lle13 (1,33).

Figura 12 — Complexo [Arg]*-M-PONTX-Dq3a [1-15] /TcGAPDH.

DnTx [Arg]*-M-PONTX-Dq3a [1-15]//GAPDH

Fonte: adaptado de MONTEIRO, 2022.

Tabela 4 - Distancias (A) de interagdes entre o peptideo [Arg]* M-PONTX-Dgq3a [1-15] e residuos do sitio
catalitico da TcGAPDH.

TcGAPDH  [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15]  Chalepina

Cys166 3,22 1,2
Thr167 3,04 3,7
Arg249 17,73 3,2

Asp210 5,49 3,6
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Pro136 4,49 6,2
Ile13 1,33 5,3
His194 3,77 3,1

Fonte: claborado pela autora.

5.4 Avalia¢do do efeito do analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] sobre a atividade
enzimatica de TcGAPDH
Para avaliacao dos dados obtidos no ensaio enzimatico, foi construida uma curva de

acordo com os parametros estabelecidos pelo Kit enzimatico (figura 15).

Figura 13 — Curva enzimatica da TcGAPDH.
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Fonte: claborado pela autora.

Nas concentragdes testadas do analogo [Arg]* M-PONTX-Dg3a [1-15] (19,2; 9,4 ¢ 4,8
uM), todas apresentaram reducdo da atividade enzimatica TcCGAPDH em relacdo ao controle.
Entretanto, ndo apresentaram diferenca significativa entre as concentracdes € os tempos
avaliados. Na tabela 6, ¢ demonstrado a média dos valores em U/ml e em porcentagem. Todas
as concentracdes reduziram a atividade da enzima em aproximadamente em 16%, como pode

ser visto na figura 16.
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Tabela 5 — Atividade enzimatica em T. cruzi ap6s tratamento com [Arg]*-M-PONTX-Dq3a [1-15].

Concentragoes
19,2 uyM 9,6 uM 4,8 uM
Tempo U/ml % U/ml % U/ml %
2h 0,010 19,006 0,008 16,143 0,007 14,635
1h 0,007 13,135 0,007 14,125 0,008 16,155
30 min 0,008 15,573 0,008 15,744 0,009 16,979
15 min 0,011 21,567 0,009 17,461 0,010 19,458

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 14 — Redugao da atividade da enzima TcGAPDH.
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Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way ANOV A com pos-teste

de Dunnett *p<0,05 vs. grupo controle (CT).

Fonte: claborado pela autora.
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6. DISCUSSAO

A doenga de Chagas (DC) ainda ¢ uma doenca que acomete milhares de pessoas e €
considerado um problema de satde publica no Brasil (DNDi, 2021). O Benznidazol (BZN) ¢ a
unica forma de tratamento disponibilizada atualmente, entretanto mostra ser ineficaz em
combater a forma cronica da doenca - ocorrendo s6 em 20% dos casos -, ¢ de dificil adesao
devido ao grande numero de reagdes adversas durante seu uso (perda de peso, disturbios
intestinais, leucopenias e outros), além de ndo poder ser utilizado por pessoas gravidas,
insuficientes renais e hepaticos (LOSADA, 2021). Por essas e outras razdes, a busca de
substancias tripanocidas veem sendo muito estudadas pelo nosso grupo de pesquisa.

No trabalho em questdo, foi estudada a atividade bioldgica do peptideo Dntx [Arg]*-M-
PONTX-Dg3a [1-15], analogo sintético desenvolvido a partir da M-PONTX-Dq3a [1-15], cujo
efeito foi descrito previamente por LIMA (2018), diferenciando-se de seu peptideo de origem
devido a substitui¢do do aminodcido Treonina (T) - residuo menos volumoso, com uma
hidroxila - (M-PONTX-Dq3a [1-15]) pelo amino4cido Arginina (R) - residuo mais volumoso,
rico em atomos de nitrogénio, com caracteristica alcalina e carga positiva — na quarta posigao.

O analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] surgiu a partir de diversos estudos que
avaliaram as propriedades antimicrobianas (LIMA et al., 2014), antifungicas (DODOU, 2020),
anticonvulsivantes, (LOPES et al., 2013) e tripanocidas (LIMA et al., 2016, 2017; SILVA et al.,
2021) do veneno total das dinoponeratoxinas de D. quadriceps e seus fragmentos.

Como estudo inicial, o analogo apresentou efeito tripanocida nas formas
tripomastigotas, o qual foi muito superior ao do farmaco de referéncia. Ademais, o peptideo
também foi capaz de inibir a prolifera¢do das formas epimastigotas em baixas concentragoes.
Por fim, através de estudos in silico e in vitro com a enzima TcGAPDH, constatou-se que o
analogo do presente trabalho foi capaz de inibir a atividade dessa enzima.

Estudos anteriores afirmam que substituicdes com arginina aumentaram a seletividade
para as formas parasitarias de 7. cruzi (PEDRON, 2020). Ademais, a presenga de arginina em
alguns peptideos aumenta a sua permeacdo além das barreiras e membranas celulares
(TORRES, 2013).

Parametros como carga, hidrofobicidade e momento hidrofobico sdo caracteristicas que
influenciam bastante na eficacia da acado do PAM, por isso sdo bastante analisadas no momento
da construgdo/modificagdo de PAMs por design racional (GUIMARAES, 2015). No caso deste
estudo, a principal caracteristica alterada do peptideo M-PONTX-Dgq3a [1-15] para a [Arg]* M-
PONTX-Dq3a [1-15] foi sua carga, passando ser mais carregado positivamente pela presenga

do aminoécido arginina. De acordo com a literatura, essa alteracdo que promove o aumento da
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polaridade na estrutura do PAM, torna-o mais seletivo para membranas de superficie negativa,
como os fosfolipidios carregados negativamente na membrana do 7. cruzi, membranas
bacterianas, entre outras (GUIMARAES, 2015; MONTEIRO, 2022). Entretanto, essa alteragio
de carga tem um limite para cada peptideo, podendo se tornar um fator que corrobore para a
instabilidade do PAM, comprometendo sua atividade biologica (TEIXEIRA; FEIO; BASTOS,
2012).

Quando comparados os ensaios de atividade tripanocida com as formas tripomastigotas,
obtidas a partir da infecgdo de células LLC-MK2, [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] apresentou
LCso superior ao do peptideo original. Entretanto, ainda se encontra nos limites recomendados
pela OMS, se caracterizando como uma molécula promissora para demais estudos. Também ¢
preciso considerar o desenvolvimento racional que cerca a produ¢do do analogo [Arg]* M-
PONTX-Dgq3a [1-15], um peptideo menor, com maiores chances de ser produzido a menores
custos, além de seu efeito cento e quarenta e oito vezes maior que o farmaco de escolha para a
DC.

O R8b, analogo do PAM Cupienina 1a —isolado da peconha da aranha Cupiennius salei
— foi promissor em diversas aplicagdes, como: antimicrobiana e antifingica. Entretanto, ainda
apresentava citotoxicidade importante. Por isso foi escolha para ser modificado racionalmente,
sendo uma dessas alteragdes a troca por aminoacidos carregados positivamente, como a lisina
e arginina. Essas alteragdes originaram 6 peptideos, sendo quatro deles deles o R8b1, R8b3,
R8b5 e R8b6, que apresentaram aumento na sua efetividade contra bactérias gram positivas e
negativas, além do aumento da atividade fungicida, mostrando que adi¢cdo de aminoacidos com
maior carga pode trazer grandes beneficios para a agdo do peptideo (DORIA, 2021).

Em outro estudo, de MONTEIRO e colaboradores (2022), mostrou que a substitui¢cao
do residuo da posigdo trés por lisina na Dntx M-PONTX-Dq3a [1-15] foi capaz de elevar a
seletividade em relagdo ao peptideo original. Dessa forma, podemos inferir que o aumento da
acao tripanocida pode estar relacionada ao aumento da carga e da posi¢ao do aminoacido na M-
PONTX-Dq3a [1-15].

Estudos como a adicdo de mais aminoacidos com carga positiva a estrutura do analogo
[Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] pode ser pensado, com o fim de atestar o quio benéfico ¢ o
aumento da polaridade deste peptideo para sua atividade frente as formas de sobrevivéncia do
T. cruzi, além de avaliar qual seria seu ponto de limite de adi¢des de cargas para ndo levar a
perda de atividade.

Assim, € possivel identificar que a modificagdo de um PAM requer uma analise

profunda e estudo prévio, para que no fim haja melhorias na sua atividade. Modificagdes como
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as citadas acima ajudam a entender de melhor maneira o peptideo em estudo e fornece uma
direcdo a ser seguida para alcancar a maxima efetividade do PAM por meio de seu design
racional.

Apesar do mecanismo de a¢do predominante da maioria dos PAMs ser conhecido por
sua interagdo e provocar disfun¢do da membrana celular, ¢ de suma relevancia buscar outros
mecanismos que possam reforgar o efeito tripanocida de peptideos antimicrobianos
(MONTEIRO et al., 2022). Nesse sentido, dentre os muitos alvos que veem sendo estudados
nas pesquisas de atividade tripanocida, como a via glicolitica de 7. cruzi, destacando-se a
enzima TcGAPDH (PROKOPCZYK, 2012).

Para avaliacdo da interacdo do peptideo substituido com a enzima TcGAPDH, foram
conduzidos, inicialmente, estudos de docking molecular que apresentaram resultados
favoraveis a intera¢do entre as duas proteinas, ja que as possiveis interacdes ocorreram na
mesma regido do inibidor co-cristalizado, a chalepina.

Quando analisados os residuos da TcGAPDH que interagiram com o peptideo,
destacam-se os residuos de Thr167, Cys166 e Ile13, sendo esses dois primeiros presentes na
regido do sitio catalitico da enzima, onde ocorre a interagdo com o NADH, e sua conversdao em
NAD+, tanto em 7. cruzi, quanto em Leishmania mexicana (ALVES et al., 2020; PAVAO et al.,
2002; REIS et al., 2013), possivelmente levando ao processo de oxirredu¢do da TcGAPDH e
diminuigdo da sua atividade (VINHOTE, 2015). E importante ressaltar que a inibicdo da
atividade da TcGAPDH impede que a enzima G3P seja convertida em 1,3-BPG, impedindo a
cascata de reagdes para a formacdo de ATP, prejudicando a sobrevivéncia do parasito
(PROKOPCZYK, 2012).

Diferentemente do apresentado aqui, simulag¢des realizadas com M-PONTX-Dq3a [1-
15] e TcGAPDH nao foram favoraveis a interacao, levando a supor que a substituicdo na
posicao quatro do peptideo pode afetar a interacdo com outros alvos do parasito (MONTEIRO
et al., 2022). Ademais, outro estudo demonstrou que a inser¢do de residuos de arginina em
outras posicoes (3, 7, 10 e 11) nao foram favoraveis a interacao com a TcGAPDH, mas foram
favoraveis a interagdes com outros alvos, como cruzaina e tripanotiona redutase, o que reforca
a importancia da posicdo quatro para o provavel efeito bioldgico dessa classe de peptideos
(MONTEIRO et al., 2022).

Por fim, para comprovar se a interacdo observada no estudo in silico seria capaz de
ativar ou inibir a TcGAPDH, foram conduzidos estudos de atividade enzimatica em formas

epimastigotas previamente tratadas com [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15]. As formas
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epimastigotas foram escolhidas por serem de fécil cultivo e por ja terem sido utilizadas em
estudos prévios de atividade enzimatica (MENEZES, 2017).

No teste enzimatico ficou evidenciado a inibicdo da atividade da enzima TcGAPDH, a
qual ndo se demonstrou de forma dependente de tempo e concentragdo. Entretanto, reduziu
significativamente a fun¢do da enzima alvo em baixas concentragdes. Isso reforca que o estudo
in silico demonstrou resultados expressivos. Esse grande efeito inibitorio do referido analogo
nas concentracdes talvez possa ser mantido em concentragdes ainda menores, que nao
apresentaram efeito tripanocida, podendo esse efeito em TcGAPDH provocar a morte dos
parasitos em um tempo maior de tratamento, necessario para o colapso das cascatas de produgao
energética (PROKOPCZYK, 2012). Contudo, estudos mais aprofundados necessitam ser
realizados.

Em suma, foi identificada a a¢do inibitoria do peptideo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15]
sobre a enzima TcGAPDH, abrindo perspectivas para novos modos de acdo de peptideos
antimicrobianos que vao além daqueles estritos @ membrana celular, o que pode influenciar em
seu modo de ac¢do.

Por isso se faz necessaria a adi¢ao de estudos complementares que visem uma possivel
modificacdo do analogo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] com o fim de manter sua a¢do sobre a
TcGAPDH, com o propésito de melhorar sua atividade tripanocida e possivelmente ser alvo de

estudos in vivo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A substitui¢do por arginina na posi¢ao quatro da Dntx M-PONTX-Dq3a [1-15], gerando
o peptideo [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15], causou a morte em baixas concentra¢des nas formas
tripomastigotas (formas infectantes) e epimastigotas, provocando a diminuicao de parasitos
viaveis, principalmente no tempo de 24 horas, podendo estar associada a inibi¢do da atividade
de enzima TcGAPDH, provavelmente por meio da interacdo desta com os residuos de
importancia no sitio catalitico. Dessa forma, este trabalho abre perspectivas de estudos
complementares que visem novas modificagdes na Dntx M-PONTX-Dq3a [1-15] e seus
analogos, como a [Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15], a fim de prover melhorias na atividade do
peptideo, possibilitando estudos in vivo de atividade antichagasica, bem como manter sua
atividade sobre a TcGAPDH, alvo de suma importancia para a sobrevivéncia e homeostasia do

parasito.
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