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RESUMO

Acdao tripanocida de um mastoparano de Polybia paulista e seu possivel
mecanismo de acao

A doenca de Chagas, considerada uma doenca negligenciada, € uma infeccéo
parasitaria causada pelo Trypanosoma cruzi e endémica em diversos paises. No
Brasil, apenas o Benzonidazol é usado para o tratamento da doenca. Nesse
contexto, o potencial terapéutico das toxinas vem cada vez mais conquistando
espaco e despertando grandes interesses da comunidade cientifica. Os venenos de
invertebrados tém apresentado grande interesse como fonte de substancias
bioativas. Os mastoparanos, a classe mais amplamente descrita de peptideos
isolados a partir da peconha de vespas, ja evidenciaram diferentes atividades
biolégicas. Assim, os peptideos isolados tém despertado interesse cientifico como
fonte de modelos moleculares para o possivel desenvolvimento de novas terapias
farmacoldgicas. Este estudo investigou o efeito do peptideo mastoparano (MP)
isolado do veneno da vespa Polybia paulista sobre cepa Y de Trypanosoma cruzi e
seu possivel mecanismo de acdo. Formas epimastigotas de T. cruzi foram
cultivadas, tratadas com diferentes concentracdes de MP e incubadas durante 24,
48 e 72 horas. Formas tripomastigotas de T. cruzi obtidas através de infeccdo de
células LLCMK2 foram subcultivadas, tratadas com diferentes concentracdes de MP
e incubadas durante 24 horas. Para investigar a participacdo das espécies reativas
de oxigénio (ERO) no efeito citotéxico do mastoparano sobre formas epimastigotas
de T.cruzi, placas foram incubadas com a Clso de 24h de MP e a andlise da emisséo
de fluorescéncia foi realizada em citometria de fluxo apos adicdo de DCF. O efeito
de mastoparano sobre o potencial de membrana mitocontrial das formas
epimastigotas foi realizado pelo ensaio com rodamina 123. A citotoxicidade foi
avaliada sobre celulas Raw 264.7 e a viabilidade dos macrofagos foi determinada
utiizando o ensaio com MTT. No estudo de Docking molecular, obteve-se
inicialmente a estrutura tridimensional do mastoparano a partir da sequéncia primaria
em programa especifico. Apds analise dos sitios de ligacdo entre peptideo e enzima
TcGAPDH, a estrutura cristalografica do complexo TcGAPDH-chalepina foi utilizada
para comparacao. O mastoparano inibiu o crescimento das formas epimastigotas de
T. cruzi, apresentando uma Clso de 102 pg/mL, 53,95 ug/mL e 58,51 pg/mL para 24,
48 e 72 horas de incubacéo respectivamente. Na analise da producdo de espécies
reativas houve um aumento significativo na intensidade relativa de fluorescéncia,
guando comparado ao grupo controle. O peptideo alterou o potencial da membrana
mitocondrial do parasita. Para as formas tripomastigotas a Cls foi 8,83 pg/mL apos
24h de incubacdo. A citotoxidade do mastoparano avaliada em macréfagos néo
induziu morte celular significativa nas diferentes concentracdes estudadas. No
estudo de docking, foi evidenciado o acoplamento do mastoparano na TcGAPDH,
demonstrando os diferentes sitios de ligacéo dos residuos de aminoacidos do centro
ativo da enzima e comparando a semelhanga na posicdo ocupada pela molécula
chalepina na TcGAPDH. Conclui-se que o0 mastoparano apresentou atividade
tripanocida envolvendo a participacao do estresse oxidativo e alteragcao do potencial
de membrana sem apresentar citotoxica em células de macréfagos e parece inibir a
TcGAPDH de T. cruzi. Portanto, o0 mastoparano se destaca como importante
molécula bioativa contra os parasitas.

Palavras-chave: Venenos de vespas, antiparasitarios, Trypanosoma cruzi



Abstract

Trypanocidal action: A mastoparan isolated from Polybia paulista and its
possible mechanism action

Chagas disease, a neglected disease, is a parasitic infection caused by
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) and is endemic in several countries. In Brazil, only
benznidazole is used for treating the disease. In this context, the therapeutic potential
of toxins is increasingly gaining ground and stirring interest in the scientific
community. The poisons of invertebrates have become intriguing as a source of
bioactive substance. The mastoparan, the most widely described class of peptides
isolated from the venom of wasps, already shows different biological activities. Thus,
isolated peptides have attracted scientific interest as a source of molecular model for
the possible development of new drug therapies. This study investigated the effect of
mastoparan peptide (MP) isolated from the venom of a Polybia paulista wasp on the
Y strain of T. cruzi and its possible mechanism of action. Epimastigote forms of T.
cruzi were grown, treated with various concentrations of MP, and incubated for 24,
48, and 72 hours. Trypomastigote forms of T. cruzi obtained by LLCMK2 cells
infected were subcultured, treated with various concentrations of MP, and incubated
for 24 hours. To investigate the involvement of reactive oxygen species (ROS) in the
mastoparan cytotoxic effect on T. cruzi epimastigotes, plates were incubated with
IC50 of 24 MP; an analysis of fluorescence emission was performed via flow
cytometry after adding dichlorofluorescein (DCF). The mastoparan effect on the
mitochondrial membrane potential of epimastigotes was tested with rhodamine 123.
Cytotoxicity was assessed on RAW 264.7 cells, and the viability of macrophages was
determined using the microculture tetrazolium (MTT) assay. In the study of molecular
docking, the three dimensional structure of the mastoparan was originally obtained
from the primary sequence specific program. After analyzing the binding sites of the
peptide and T. cruzi glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (TcGAPDH)
enzyme, the crystal structure of the TcGAPDH-chalepina complex was used for
comparison. The mastoparan inhibited the growth of T. cruzi epimastigotes, with an
IC50 of 102 pg/ml, 53.95 pg/ml, and 58.51 pg/ml for 24, 48, and 72 hours of
incubation, respectively. In the analysis of the ROS generation, there was a
significant increase in the relative fluorescence intensity compared to the control
group. The peptide change had the potential of mitochondrial membrane of the
parasite. For trypomastigotes, the IC50 was 8.83 pg/ml after 24 hours of incubation.
The cytotoxicity of mastoparan evaluated in macrophages did not induce significant
cell death in the different concentrations studied. In the docking study, coupling
mastoparan was evidenced in TcGAPDH, showing different binding sites residue of
the enzyme's active center amino acids and comparing the similar position occupied
by the molecule in TcGAPDH- chalepina. It follows that the mastoparan showed
trypanocidal activity involving the involvement of oxidative stress and changes in
membrane potential without displaying cytotoxic cells; the macrophages seem to
inhibit TcGAPDH T. cruzi. Therefore, the mastoparan stands out as an important
bioactive molecule against parasites.

Keywords: Poison wasps, antiparasitic, Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUCAO

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) denomina “doencgas negligenciadas”
como as enfermidades que apresentam maior ocorréncia nos paises em
desenvolvimento. Elas correspondem a um grupo de doengas infecciosas que
acomete predominantemente as populacdes mais pobres e vulneraveis, contribui
para a perpetuacédo dos ciclos de pobreza, desigualdade e exclusdo social, em razao
principalmente do seu impacto na saude (MOREL, 2006; BRASIL, 2010).

As doencas sdo consideradas negligenciadas devido a falta de investimento
no desenvolvimento de novos farmacos, métodos diagnésticos, vacinas e também
pela pouca eficacia dos programas de controle. Embora existam financiamentos para
pesquisas relacionada a estas doencas, é inegavel que uma das razdes para esse
quadro é o baixo interesse da industria farmacéutica nesse tema, justificado pelo
reduzido potencial de retorno lucrativo, uma vez que a populacéo atingida € de baixa

renda e presente, em sua maioria, nos paises em desenvolvimento (WHO, 2012).

As doencas tropicais negligenciadas sdo endémicas em 149 paises e
territérios. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), mais de um
bilhdo de pessoas estéo infectadas. O primeiro relatorio abrangente da OMS sobre o
tema foi lancado em outubro de 2010, evidenciando que o assunto € ainda bastante
recente no ambito da definicdo de politicas publicas globais (WHO, 2010).

O Brasil tem apresentado iniciativas promissoras na tentativa de fortalecer e
qualificar acdes em temas considerados prioritarios e apoiar atividades de pesquisa
cientifica, tecnoldgica e de inovacdo no controle das doencas negligenciadas, entre
elas, a Doenca de Chagas (VILLAS BOAS, 2007; DECIT, 2010).

1.1 Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas foi primeiramente descrita em 1909 por Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, que reportou seus elementos clinicos, anatomopatologicos,
epidemioldgicos, bem como seu agente etioldgico, Trypanosoma cruzi (T.Cruzi)
(CHAGAS, 1909). Considerada pela OMS como uma das treze principais doencas
tropicais negligenciadas, tem sido um flagelo para o homem desde a antiguidade e

continua a ser um problema econdémico e social relevante em muitos paises da
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América Latina, onde a doenca é endémica (RASSI JUNIOR et. al., 2012). Segundo
estimativas da OMS, existem no mundo aproximadamente 12 milhées de pessoas
infectadas e 25 milhdes em risco. No Brasil, cerca de trés milhdes de pessoas estao
infectadas e outras cinco milhées em risco (WHO, 2015; PETHERICK, 2011).

Durante décadas, a doenca era relacionada a comunidades periféricas, de
baixo poder aquisitivo, com condi¢cdes precarias de moradia e restrita a regides
tropicais. Entretando, a enfermidade deixou de ter barreiras territoriais e vive uma
fase de globalizacdo em consequéncia da crescente migracado de pessoas entre 0s
paises (SHIMIZU, 2014; AFONSO et al., 2012). Casos agudos tém sido registrados
em diversas regides do mundo, dentre elas, Américas (Canada e Estados Unidos),
Pacifico Ocidental (principalmente Australia e Japdo) e em paises Europeus
(principalmente Bélgica, Franca, Itdlia, Espanha Suica e Reino Unido) (BEARD et.
al., 2003; DIAZ, 2007).

Apo6s um século de sua descoberta, a doenca de Chagas continua a ser um
sério problema de saude e econdmico em muitos paises (WHO, 2012). No final dos
anos 70, no Brasil, a area endémica, com risco de transmissao da doenca de
Chagas pela presenca de vetores infectados, incluia 18 estados e mais de 2,2 mil
municipios, nos quais se comprovou a presenca de triatomineos (COURA e
BORGES-PEREIRA, 2011).

No inicio, ainda sem reconhecimento da importancia em termos de saude
publica, o controle da doenca fazia parte, ao lado de outras doencas endémicas, de
uma Divisdo de Organizacdo Sanitaria. Com a reestruturacao do Ministério da Saude
em 1970, a Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM) englobou
todas as endemias rurais, e a doenca de Chagas passou a ter importancia na
mesma posicao hierdrquica de outras doencas transmitidas por vetores que ja eram

consideradas prioritarias, como por exemplo, a malaria (BRASIL, 2010).

No periodo de 2000 a 2011, foram registrados mais de mil e duzentos casos
de Doenca de Chagas Aguda no Brasil. Durante os anos de 2012 - 2013 ocorreram
313 notificagbes. Muitos casos passam despercebidos, pois a notificacdo €
obrigatéria somente em casos agudos da doenca. Dos infectados, 40%

desenvolvem a doenca sintomética e os 60% restantes se mantém assintomaticos
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por varios anos. Atualmente, tem-se observado um predominio dos casos cronicos
de doenca de Chagas decorrentes de infecgbes adquiridas no passado que nao
foram notificadas (ARAUJO-JORGE, 2014).

O Nordeste brasileiro ocupa importante lugar no contexto nacional da
epidemiologia da doenca de Chagas, sendo considerada a segunda regido com
maior niumero de contaminacdes do pais, perdendo apenas para a regidao Norte
(BRASIL, 2010). O Estado do Ceara apresenta cobertura vegetal predominante de
caatingas, possuindo uma vasta area rural com habitacdes humanas de baixa
qualidade e com condi¢cdes ambientais adequadas para o abrigo de triatomineos
(DIAS, 2011; CAVALCANTI, et. al., 2009).

1.2 Trypanosoma cruzi

O parasita Trypanosoma cruzi, um protozoario hemoflagelado classificado
dentro da Ordem Kinetoplastida, desenvolve-se em insetos hematéfagos da familia
Reduviidae, pequenos mamiferos de vida silvestre e humanos (CHAGAS, 1909;
RASSI JUNIOR et. al., 2010).

Entre as diferentes espécies de triatomineos causadores da doenca de
Chagas, o Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis e Triatoma Pseudomaculata
podem ser considerados os principais vetores de transmissdo da doenc¢a no Brasil
(SILVEIRA et al., 1998; DIAS et al., 2001).

O ciclo biolégico do T.cruzi envolve hospedeiros vertebrados e invertebrados,
assim como diferentes formas morfolégicas com fisiologia muito particular. No
hospedeiro invertebrado, observamos as formas epimastigota e tripomastigota
metaciclica, enquanto que no vertebrado, encontramos a forma tripomastigota na
corrente sanguinea (forma infectante) e a forma intracelular denominada amastigota
(BRENNER, 1973; ARAUJO et al., 2009; CLAYTON, 2010).

A principal fonte de transmissdo do parasita Trypanosoma cruzi é pela via
vetorial, que ocorre atraves do triatomineo hematéfago. O mecanismo de infeccao
ocorre no momento da picada, quando o inseto defeca na superficie do hospedeiro.
O ato de cocgar o local, em funcdo de substancia irritante liberada pelo barbeiro,
provoca a inoculagdo do T. cruzi (forma tripomastigota metaciclicos). Com a



22

infecgdo, os parasitas sao capazes de sobreviver e reproduzir-se em uma variedade
de células nucleadas, incluindo macrofagos (SILVA et. al., 2007), na forma
amastigota. Apds vasta reproducdo no interior dessas células, os protozoarios
tomam a forma tripomastigota e lisam a célula hospedeira, voltando para a
circulacdo. A transmissdo ocorre quando um triatomineo se alimenta de sangue
contaminado e passa para outro individuo, reiniciando o ciclo (figura 1) (CESTARI,
2006).

Figura 1. Ciclo de vida do T. cruzi no interior do inseto vetor e do mamifero

hospedeiro.
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Fonte: http://www.facmed.unam.mx/deptos/salud/periodico/chagas/cruzi.html (modificado).

Outras formas de contaminagdo podem ocorrer por transfusdo sanguinea e
por vias alternativas. A aquisicdo da doenca a partir de um doador infectado pode
ocorrer em 10-20% dos casos (RASSI JR et al., 2010). Dessa forma, na década de
80, o Brasil iniciou um rigoroso controle sobre os bancos de sangue privados e

publicos, como alternativa no controle da transmissdo por transfusdo sanguinea
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(DIAS et al, 2002). Juntamente com a reducdo dos casos de transmissao por
transfusdo sanguinea, ocorreu também a diminuicdo da transmissdo por via
congénita (transmissao do tipo vertical da mae chagéasica para o filho durante a
gravidez), devido a diagnosticos e programas de tratamento para mulheres em
idades férteis (DIAS e NETO, 2011).

Entre as vias alternativas também estédo a transmissao oral, por transplantes
de o6rgaos, acidental em laboratdrios e outras excepcionais (via sexual). Com as
principais vias de transmisséo sob controle no Brasil, as demais foram, de certa
forma, negligenciadas por ndo serem consideradas em programas governamentais
(DIAS e NETO, 2011). Portanto, surtos regionais de infeccdo aguda ainda sao
detectados no Brasil com provavel transmissao por via oral. Durante os anos de
2010 a 2013 ocorreram 476 notificacdes de casos de doenca de Chagas aguda
decorrente da transmisséo por via oral. Em humanos, a transmisséo oral acontece
de forma esporadica e circunstancial por ingestdo de alimentos contaminados pelo
parasito, tais como caldo de cana, polpa de acai e sopas. Geralmente, sdo
encontrados vetores ou reservatérios infectados nas imediacbes da area de
producdo, manuseio ou utilizacdo dos alimentos contaminados (ARAUJO-JORGE,
2014). No estado do Cear4, em 2006 foram notificados oito casos de doenca de
Chagas Aguda ocasinados por transmissdo oral no municipio de Redencao
(CAVALCANTI, et. al., 2009). Essa via € de dificil prevencéo devido a aleatoriedade
de seu acontecimento (DIAS, NETO e LUNA, 2011). Mesmo com diferentes formas

de evolucédo, a doenca possui forma evoluicao clinica similar.
1.3 Evolucéo Clinica da Doenca de Chagas

A Doencga de Chagas € uma entidade clinica em que sdo observadas trés
fases distintas (fase aguda, fase de laténcia e fase cronica). A fase aguda ocorre
logo apos o periodo de incubacdo. Nessa fase, que dura em média dois meses, a
auséncia ou o tratamento ineficaz pode determinar o aparecimento de uma
parasitemia intensa, que persiste por cerca de quinze a trinta dias, de acordo com
algumas caracteristicas intrinsecas do paciente, associadas as caracteristicas
bioldgicas da cepa do protozoario. A partir da intensidade de parasitemia, o quadro

clinico pode ir de uma sindrome clinica silenciosa e assintomatica até uma sindrome
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multifatorial com reacéo local, febre persistente, cefaléia podendo também ocorrer
linfadenopatia e hepato-esplenomegalia (COURA, 2007).

Quando a transmisséo do trypanosoma € a conjuntiva ocular, pode surgir um
edema bipalpebral, unilateral, denominado sinal de Romana. Quando o parasita
penetra por outros locais da superficie corporal, a lesdo produzida recebe o nome de
"chagoma de inoculacao". Com frequéncia, a fase aguda passa despercebida, pois
seus sintomas podem confundir-se com os de diversas outras infec¢des. Entretanto,
em alguns pacientes, principalmente criancas ou individuos imunodeficientes,
quadros meningeos graves e de insuficiéncia cardiaca podem estar associados e
causar 6bito (LESCURE et al., 2010).

Apbs o periodo agudo (fase que dura cerca de 4 a 8 semanas), os individuos
acometidos que nao apresentaram sintomas progridem para a denominada fase de
laténcia ou fase cronica indeterminada, quando a parasitemia decresce, porém, 0s
tecidos continuam infectados. Cerca de 70-80% desses pacientes ndo apresentam
sintomas durante essa fase (eletrocardiograma normal, eséfago e célon também
normais), mas apresentam positividade para anticorpos contra o T. cruzi no soro,

permanecendo dessa forma até o final da vida (RASSI JR et al., 2010).

As manifestacdes cronicas da doenca de Chagas aparecem mais tarde, na
vida adulta, 20 a 40 anos depois da infec¢do original, onde sé&o identificaveis
sintomas de comprometimento cardiaco e digestivo. A cardiomiopatia da doenca é
caracterizada por processo inflamatério crénico ocasionando danos como arritmias,
faléncia do coracdo e tromboembolismo (BERN, 2011; COURA e BORGES-
PEREIRA, 2010), de forma que ocorre miocardite progressiva com O

comprometimento da fungéo contratil do musculo cardiaco.

Na forma digestiva, as manifesta¢fes clinicas sdo devidas a dilatagdo do trato
gastrointestinal (megacodlon e megaes6fago). H4, nestas fases, gradativa reducdo da
qualidade de vida e da capacidade de trabalho dos doentes, que passam a
necessitar de atencdo médica constante (COURA, 2007). N&do € uma doenca fatal
nos estagios iniciais; no entanto, no Brasil, a cardiopatia da doenca de Chagas é
uma importante causa de morte entre adultos de 30 a 60 anos e uma grande causa
de implante de marcapasso cardiaco e de transplante de coragéo. (ABE et al. 2002;
PEDRA, et al., 2011; ARAUJO-JORGE, 2014).
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1.4 Terapia Medicamentosa da Doenca de Chagas

Apoés a descoberta da doenca de Chagas, at¢é o momento, nenhum novo
farmaco foi desenvolvido para patologia e o tratamento utilizado € direcionado para a
sintomatologia e ndo para a etiologia da doenca. Assim, do ponto de vista
sintomético, procura-se amenizar as diversas manifestagdes clinicas. Do ponto de
vista etiolégico, somente um farmaco esta disponivel para uso em humanos no
Brasil, o Benzonidazol (BZN) (Figura 2) (VIOTTI et al.,2009 ).

Figura 2. Estrutura Quimica do Benzonidazol

Fonte: ANDRADE, 2013 (Modificado)

O mecanismo de acdo do BZN, um derivado nitro-heterociclico, nos
trypanosomas ainda ndo se encontra totalmente elucidado, porém duas hipoteses
foram propostas. A primeira seria através de reacfes bioquimicas que levam a
ruptura do DNA do parasita. A segunda resultou da observagao que a ativacéo do
farmaco poderia levar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(WILKINSON e KELLY, 2009).

A acdo do BZN na formacdo de ERO seria através da formacgéo de radicais
livres e/ou metabdlitos eletrofilicos. O grupo nitro (NO;) presente nestas moléculas é
reduzido ao grupo amino (NHy), pela acdo de enzimas do tipo nitroredutase. Este
processo (iniciado pela reacdo catalisada pela NADPH citocromo P450 redutase)
leva & formacdo de um intermediario nitro radicalar (R-NO%), com subsequente
formacéo de hidroxilamina (R-NHOH) (DIAS et al., 2009).
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Segundo evidéncias, 0 BZN ndo atua através do ciclo redox e ndo depende
diretamente de espécies reativas de oxigénio (DIAS et al., 2009). O efeito tripanocida
aconteceria através do radical nitro, com a formac&o de ligacdes covalentes com
macromoléculas do parasita (DIAZ DE TORANZO et al.,, 1988). Alguns estudos
descrevem ainda que o BZN aumenta a fagocitose e lisa o T. cruzi através de um
mecanismo dependente de IFN-y (ROMANHA et al., 2002).

Outro trabalho que tentou explicar o mecanismo de acao do BZN foi realizado
por Turrens et al. (1996), que mostraram que o BZN é um potente inibidor da enzima
NADH-fumarato redutase, importante para a produgcdo de energia nos
tripanossomatideos e presente em todas as fases evolutivas do T. cruzi. Nesse
estudo, foi observada uma forte correlacdo entre a inibicdo do crescimento de

formas epimastigostas em cultura celular e a inibicdo dessa enzima in vitro.

A baixa seletividade de vias bioguimicas deste medicamento acaba afetando
também o paciente que recebe o tratamento, ocasionando efeitos adversos durante
a terapia (Tabela 1) (CANCADO, 2002). Na fase aguda da doenca, o indice de cura
dos pacientes que fazem uso do benzonidazol tem sido, em media, de 75%
(INBEQMEDI, 2014). Entretanto, o tratamento na infec¢do crénica ainda permanece
controverso e com poucos estudos longitudinais que comprovem o beneficio do uso
do medicamento (CORTEZ, et. al., 2012; ANDRADE, 2013; FIOCRUZ, 2015).

Tabela 1. Efeitos colaterais da terapia com Benzonidazol.

Efeitos Colaterais Benzonidazol
Alteracdes da Pele (Hipersensibilidade) 25-30%
Disturbios gastrointestinais 10-40%
Disturbios do Sono 10-20%
Polineuropatias (Parestesias e Polineurite) 27%
Anorexia e Perda Ponderal 5-40%
Cefaléias 2-8%
Mialgias ou Artralgias 5-30%
Edema e/ou Febre 1-9%

Dados sdao em % de doentes.
Fonte: CORTEZ, et. al., 2012 (modificado).
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Do ponto de vista social e econdmico, o controle da transmisséo da doencga
de Chagas € altamente impactante, ndo somente por possibilitar a eliminacdo de um
agravo de grande importancia humana, mas também por representar enorme retorno
financeiro aos investimentos realizados pelo Ministério da Saude (MS) (SILVEIRA e
VINHAES, 1998; DIAS, 2001). O MS disponibiliza gratuitamente aos estados o
tratamento especifico para todos os pacientes identificados com a doenca ou
portadores. Apesar da atual situacdo de controle da transmissao vetorial, existem

ainda desafios relacionados ao diagnostico e atencéo aos portadores da infeccéo.

Além da citotoxicidade caracteristica, diversas cepas de T. cruzi vém
apresentando resisténcia a estas drogas, bem como o BZN possui limitada acédo na
fase crénica da doenca. Tudo isso requer, portanto, a necessidade de um novo
arsenal quimioterapico (MARIN-NETO, et al, 2009).

A existéncia de cepas do T. cruzi naturalmente resistentes as drogas
administradas no tratamento da doenca de Chagas, as reacbes adversas e a
ineficdcia das terapias atuais, justificam a importancia de pesquisas relacionadas a
esta tematica. Dentro deste contexto, as toxinas de artrépodes podem conter
substancias bioativas com potencial para serem usadas como modelos moleculares

para o desenvolvimento de novas drogas.
1.5 Estresse Oxidativo e a Doenca de Chagas

O oxigénio (O;) € um elemento de defesa do nosso organismo, indispenséavel
e absolutamente necessério a respiracdo celular (PEREIRA e PEREIRA, 2012).
Efeitos toxicos do oxigénio, sobre componentes bioldgicos, jA eram conhecidos no
final de século XIX, tornando-se objeto de intensa investigacdo cientifica. As
alteracdes na respiracdo celular podem formar Radicais Livres (RL), destruindo
células do organismo (HALLIWELI, 2000).

Embora o oxigénio desempenhe um papel fundamental no processo de
fosforilacdo oxidativa, permitindo ao nosso organismo utilizar a energia proveniente
de nutrientes (como carboidratos, lipidios e proteinas) com maior eficiéncia, uma
pequena fracdo do seu consumo mitocondrial é transformada em espécies reativas
de oxigénio (ERO) (JI, 1999; CHANCE, 1979). As ERO sao derivadas do oxigénio
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molecular, sdo altamente instaveis e reagem rapidamente com outros radicais livres
e macromoléculas em rea¢gfes em cadeia para gerarem o aumento de oxidantes
nocivos (KIRKINEZOS e MORAES, 2001). Acredita-se que os efeitos toxicos das
ERO variam em funcédo da quantidade e da forca oxidante (ZACKS et al., 2005). O
radical superéxido (O,"), o peréxido de hidrogénio (H,O,), o oxigénio singleto (*O,) e
o radical hidroxilo (HO’) podem ser considerados como as principais espécies
reativas de oxigénio (PEREIRA e PEREIRA, 2012).

Em células aerdbicas saudaveis, as espécies sao produzidas naturalmente
como um subproduto de diferentes vias metabdlicas como, por exemplo, a
fosforilacdo oxidativa. No entanto, essas espécies podem ser induzidas sob algumas
condicBes de estresse, especialmente na exposicao a oxidantes ambientais e certas

drogas/substancias que levam ao estresse oxidativo (JI, 1999; MENEGHINI, 1987).

O estresse oxidativo € uma condicdo biolégica em que ocorre desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e a sua desintoxicacao através de
sistemas biolégicos que as removam ou reparem os danos por elas causados.
Todos os organismos vivos possuem um ambiente intracelular de natureza redutora,
existindo um equilibrio entre as formas oxidada e reduzida de moléculas como o
NADH, equilibrio esse mantido por enzimas a custa de energia metabdlica.
Perturbacdes neste equilibrio redox podem provocar a producdo de perdxidos e
radicais livres que danificam todos os componentes celulares, incluindo proteinas,
lipidos e 0 DNA (GUPTA et al., 2009; FRANCISCO, 2011).

Foi evidenciado que a exposicdo de células a um mesmo agente téxico pode
desencadear injuria celular e esta pode ocasionar uma variedade de respostas de
adaptacao, reparacao, proliferacdo ou morte celular, a depender da dose e do tempo
de exposicdo ao agente indutor (DYPBUKT, et al., 1994; BONFOCO et al., 1995).

Durante o ciclo de vida, o T. cruzi esta exposto a diferentes espécies reativas
geradas pelo metabolismo aerdbico do proprio parasita, a resposta imune do
hospedeiro e a ERO liberadas pelos farmacos utilizados no tratamento da doenca de
Chagas. As ERO contribuem para a desestabilizacdo da membrana celular do
parasita, inativacdo de enzimas essenciais, mutagénese e danos ao DNA. Assim,

guanto maior a quantidade de radical livre gerado, maior sera o dano causado pelo
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estresse oxidativo no T. cruzi (TURRENS, 2004). Foi observado que o T. cruzi
possui diferentes mecanismos de detoxificacdo para manter a homeostase redox, a
maioria deles baseados em mecanismos que envolvem atividade enzimaticas
importantes do parasita (PEREIRA, 2003).

Portanto, um melhor entendimento dos mecanismos de defesa do T. cruzi
contra o0 estresse oxidativo, bem como o conhecimento baseado das atividades
enzimaticas das vias metabdlicas do parasita podem ser estratégias eficientes na

busca por novos alvos terapéuticos.
1.6 Via Glicolitica do Trypanosoma Cruzi e a Enzima GAPDH

Recentemente, despertou interesse na comunidade cientifica a identificacdo
de alvos enzimaticos vitais para 0s parasitas como estratégia na busca de novas
terapéuticas. Particularmente, na familia Trypanosomatidae, um dos alvos
enzimaticos mais estudados, visando a quimioterapia, sdo as enzimas da via
glicolitica (MELOS e ECHEVARRIA, 2012).

A via (glicolitica € a principal forma de obtencdo de energia de
tripanossomatideos. A morte do parasita por inibicdo de uma enzima ou via
metabolica, essencial para sua sobrevivéncia e ndo-essencial para o hospedeiro,
requer a exploracdo das diferencas entre essas vias ou enzimas. Isto €&, a
exploracdo quantitativa dessas diferencas no metabolismo e na selecdo de vias ou
enzimas, que exercam um alto nivel de controle metabdlico no parasito e um baixo
nivel de controle metabdlico no hospedeiro, sdo fatores que determinam a
especificidade e consequentemente a efichcia do potencial inibitério de uma

substancia com potencial terapéutico (URBINA, 2010).

Os tripanossomatideos sdo dependentes da glicélise para a produgédo de
ATP, sendo esse mecanismo realizado por diferentes enzimas de diferentes vias
metabdlicas. Como muitas enzimas glicoliticas, as presentes no metabolismo
oxidativo dos parasitas apresentam caracteristicas proprias, sendo consideradas
potenciais alvos para novos agentes quimioterapicos. Desta forma, a maioria dos
estudos descritos na literatura envolve as enzimas frutose-1,6-difosfato aldolase,

triose fosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, fosfoglicerato
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quinase, piruvato quinase e glicerol-3-fosfato desidrogenase (MELOS e
ECHEVARRIA, 2012; PROKOPCZYK, et al., 2014).

Dentre as enzimas da via glicolitica dos tripanossomatideos, a que vem
despertando maior interesse é a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GADPH)
(VERLINDE et. al., 2001). Esta enzima catalisa a fosforilacdo oxidativa de D-
gliceraldeido-3-fosfato em 1,3- bisfosfoglicerato na presenca de NAD+ e fosfato
inorganico (BAKKER et al., 2000; LADAME et al., 2003).

A GAPDH é um alvo de grande interesse para o desenvolvimento de
inibidores do parasita causador da Doenca de Chagas pelo fato de apresentar

algumas caracteristicas especificas, tais como:

1. Apresentar uma estrutura tridimensional (3D), o que permite estudos
estruturais detalhados do seu sitio ativo e a investigacdo do modo de
interacao do ligante (LADAME et al., 2003);

2. Ser uma enzima de glicélise que tem grande importancia no controle cinético
do fluxo glicolitico (BAKKER et al., 1999).

A alta dependéncia da via glicolitica para a obtencdo de energia pelos
tripamossomatideos, a organizacdo particular das enzimas dessa via no glicossomo
e a ocorréncia de caracteristicas Unicas, tanto estruturais qguanto no mecanismo de
muitas enzimas envolvidas na glicolise, oferecem uma série de oportunidades para o
desenvolvimento de novos agentes tripanocidas. Esse conjunto de caracteristicas
explica o motivo pelo qual as enzimas da via glicolitica sédo alvos promissores na
busca por novos farmacos para o tratamento de doencas causadas por
tripanossomatideos (REIS et al., 2013).

Estudos experimentais e de simulacdo computacional do controle do fluxo
metabodlico na via glicolitica tem demonstrado que os alvos preferenciais para
inibicdo sd@o o transportador de glicose e as enzimas aldolase e GAPDH. Assim,
desde a elucidagdo da estrutura da enzima GAPDH do Trypanosoma cruzi
(TcGAPDH), foram desenvolvidos diversos estudos na busca por inibidores em
produtos naturais (TOMAZELA, 2000) e em estruturas de complexos proteina-

ligante (PAVAO et al., 2002). Um exemplo é o complexo da enzima com o produto
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natural chalepina, uma cumarina extraida da arvore de mata atlantica Pilocarpus
spicatus, elucidado por cristalografia de raios-X. Com base nesta estrutura, diversos
analogos foram planejados e sintetizados buscando aperfeicoar a afinidade e
especificidade dos ligantes, maximizando assim seu potencial farmacologico
(CASTILHO, 2004).

1.7 Docking Molecular

A busca por moléculas que possam se ligar a alvos de interesse biologico é
importante no processo de descoberta de novas substancia com potencial
terapéutico. Nesse contexto, estudos utilizando tecnologia computacional se
mostram favoraveis para comunidade cientifica (FEINSTEIN e BRYLINSK, 2015).

Se uma estrutura tridimensional do alvo em estudo encontra-se disponivel, a
simulacdo através de docking molecular pode ser uma ferramenta muito Gtil no
estudo e descoberta de novos farmacos (PIERRI et al., 2010). Por docking molecular
pode-se estudar complexos intermoleculares formados, por exemplo, entre enzimas,

receptores e DNA. Essa ferramenta € amplamente utilizada no estudo das

interacBes entre inibidores e suas respectivas enzimas (LEACH, 2001).

Nessa metodologia computacional, sdo investigadas as possiveis orientacdes
gue determinada molécula (ligante) assume no interior do sitio ativo de uma proteina
(alvo). Assim, o entendimento de como essa interacdo entre o alvo e o ligante
acontece se torna fundamental, aliando caracteristicas de alta
seletividade/especificidade e propriedades farmacocinéticas adequadas (CASTILHO
2004).

O docking molecular consiste em um método que tem por objetivo encontrar a
orientacdo e conformacdo mais provavel de um ligante ancorado em um
determinado alvo, permitindo a predi¢cdo da estrutura espacial do complexo receptor-
ligante e sua respectiva energia livre de formacao (KITCHEN et al., 2004; PYRKOV
et al., 2010). Os resultados séo obtidos basicamente através de uma analise de uma
amostragem conformacional em que diversas conformacdes ancoradas sao
exploradas para tentar prever uma potencialmente correta (PIERRI et al., 2010). O

método, em geral, envolve uma funcdo de energia contendo parametros
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eletrostaticos, forcas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio, os quais geram
modelos que predizem as melhores orientagcdes do ligante, segundo uma lista
escore de energia (SILVA, 2008; MARSHALL, 2004).

Existem diversos softwares voltados ao ensino de quimica que auxiliam na
compreensdo de conceitos quimicos, dentre eles o software Avogadro. Trata-se de
um programa computacional gratuito, com interface de facil visualizacdo em 3D, o
gue possibilita a abordagem de diversos conceitos quimicos como a geometria
molecular, angulos de ligacdo, calculo de energia, massa molecular, propriedades
periddicas, etc (FEINSTEIN e BRYLINSK, 2015).

Estas metodologias tem, portanto, criado perspectivas promissoras de
descoberta de novas alternativas quimioterapicas para o tratamento da doenca de

Chagas.

1.8 Artropodes no Brasil

As substancias com atividade biolégica derivadas de produtos animais séo
focos atuais da ciéncia na busca de novos medicamentos e aplicacbes em
biotecnologia (HARVEY, et al., 1998, MORTARI, et al., 2007), pois possuem
estruturas com grande diversidade quimica, especificidade bioquimica, além de
outras propriedades moleculares que os tornam favoraveis como substancias que
conduzem a descoberta de novas drogas (ALTMANN, 2001).

A pesquisa por novos farmacos cresceu bastante nos ultimos anos. Dessa
forma, os venenos de invertebrados tém apresentado grande interesse como fonte
de substancias bioativas (MORTARI, et al.,, 2007). Dentre os invertebrados
existentes, cerca de 1,5 milhBes de espécies sdo de artrépodes (FREITAS et al.,
2006).

Dentre a grande diversidade e abundancia dos artrépodes, os insetos podem
ser considerados um dos grupos de animais e, juntamente com 0S crustaceos e
outros artropodes, compdem cerca de 70% das espécies existentes no planeta,
sendo que a Classe Insecta, sozinha, possui diversidade maior que qualquer outro
animal terrestre (GARCIA, 1999; LIMA, de LIMA, PREZOTO, 2000).
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A ordem Hymenoptera, que pertence a classe insecta, é formada por milhdes
de espécies e possui interesse clinico significativo, uma vez que muitos
envenenamentos de importancia médica sdo causados por membros pertencentes
as familias Apidae (abelhas), Formicidae (formigas) e Vespidae (vespas) (STEEN et
al., 2005).

Pesquisas sobre a estrutura, atividade biolégica e mecanismos de acédo do
veneno total e/ou toxinas isoladas do veneno de Hymenoptera evidenciam a
presenca de efeitos importantes sob o ponto de vista médico, farmacoldgico e
imunolégico (OLIVEIRA, 2000; LORENZI, 2002). Assim, esses venenos vém
despertando grande interesse nos pesquisadores, principalmente nas areas meédica

e farmacologica.

A pecgonha de vespas sociais, formada por uma variedade de compostos que
foram desenvolvidos ao longo do processo evolutivo, é utilizada efetivamente para a
auto-defesa, captura e/ou imobilizacdo das presas, com diversas acodes
farmacoldgicas (HABERMANN, 1972; NAKAJIMA et al.,, 1985; MORTARI et al.,
2005; 2007).

Peconhas das familias Apidae (abelhas) e Vespidae (vespas) séo constituidas
de peptideos, proteinas e aminas biogénicas (EDERY, et. al., 1978; GRIESBACKER,
et. al., 1998; MENDES et. al., 2004). Os peptideos sao classificados segundo suas
atividades bioldgicas e estruturas moleculares (NAKAJIMA et al., 1985).

1.9 Mastoparanos

Os mastoparanos, a classe mais amplamente descrita de peptideos isolados
a partir da peconha de diferentes espécies de vespas, foram assim denominados
devido ao seu primeiro alvo reconhecido, os mastdcitos (HIRAI et al., 1979a). Séo
peptideos ricos em lisina e desempenham diversas fun¢des biologicas, dentre elas a
liberacdo de mediadores através da ativacdo dos receptores de proteina-G
(PERIANIN e SNYDERMAN, 1989; HIGASHIJIMA e ROSS, 1991), a estimulacéo da
fosfolipase A, e C, a mobilizacdo de Ca®" para o reticulo sarcoplasmatico
(NAKAJIMA et al., 1986), o envolvimento na morte celular por necrose ou apoptose
(PERIANIN e SNYDERMAN, 1989) e a atividade antimicrobiana (KONNO et al.,
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2001). Estudos realizados com diversos tipos de mastoparanos mostraram que
alguns peptideos possuem atividade hemolitica baixa, porém atividade antibidtica
elevada (SOUZA, 2006).

Diversos estudos mostraram que 0s mastoparanos interagem com
membranas biolégicas naturais e artificiais, assumindo uma conformacgdo em hélice-
a anfipatica, podendo causar um aumento na permeabilidade, sendo esta a causa
priméria do efeito de liberacdo de mediadores da ativacao celular (NAKAJIMA et al.,
1986; MELLOR e SANSOM, 1990; SCHWARZ e BLOCHMANN,1993; DANILENKO,
et. al., 1993; MATSUZAKI, et. al.1996).

A necessidade de se compreender o mecanismo de acéo de peptideos, como
0S mastoparanos, abriu um vasto campo para pesquisas sobre as estruturas e
funcbes desses compostos. Muitos autores afirmam que a estrutura interfere
fortemente na intensidade e/ou tipo de atividade biolégica dos peptideos
biologicamente ativos. Sendo assim, suas estruturas devem ser determinadas, nao
somente para explicar suas atividades biolégicas, mas também para favorecer o
desenvolvimento de novas drogas (KYOGOKU, et al., 2003).

Hirai, et. al. (1979b), identificaram e caracterizaram o primeiro mastoparano a
partir do veneno da vespa social Vespula lewisii. Este peptideo, composto
basicamente de lisina e residuos de aminoacidos hidrofébicos, foi o primeiro
exemplo de peptideo desgranulador de mastdcitos isolado do veneno de vespas.
Konno, et. al. (2000) isolaram o Eumenine Mastoparano-AF da vespa solitaria
Anterhynchium flavomarginatum micado, que difere dos demais mastoparanos
descritos pelo posicionamento distinto de lisina. Este peptideo foi considerado como
o principal componente peptidico do veneno desta vespa, com atividades biolégicas

similares as dos mastoparanos classicos.

Estruturalmente, os peptideos de vespas apresentam-se em conformagéo a-
hélice, possuem na sua sequéncia primaria 10 a 14 residuos de aminoacidos
(NAKAJIMA et al, 1985). Sdo ricos em aminoacidos hidrofébicos como leucina,
isoleucina, alanina, assim como apresentam algumas lisinas em suas sequéncias
primarias (NAKAJIMA et. al., 1986).
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Embora as sequéncias de aminoacidos destes peptideos sejam relativamente
conservadas, substituicdes de alguns residuos parecem alterar as atividades
biologicas destes peptideos, demonstrando ser esta uma interessante base para
estudos futuros utilizando aplicacbes farmacolégicas (MURATA et al.,, 2006;
CEROVSKY et al., 2008).

No trabalho realizado por Souza et. al. (2004) e Dias (2011), foi proposto um
estudo de caracterizacdo estrutural e funcional de alguns representantes da classe
dos mastoparanos. Assim, foram identificadas diferentes sequéncias de aminoacidos
do peptideo mastoparano isolado da espécie de vespa social Polybia Paulista, como

demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia primaria de Mastoparanos isolados do veneno da vespa

Polybia Paulista.

Peptideos Sequenciados do Veneno de P.Paulista

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

I D W K K L L D A A K Q I L Souza et. al., 2004.

I D W L K L G K M v M D V L Souza et. al., 2004.

I NWL K L G K M V I D A L  Souzaet. al., 2004.
W DWLKQL R V | S V | D oL Deas20L
I.NWH D I A | KQ N I D A IL Dias, 2011.

L D W L KQ L KQ M V M Dias, 2011.

Fonte: SOUZA et al., (2004); DIAS, 2011 (Modificado).

Nesse sentido, estudos cientificos com sequencias de aminoacidos vem
sendo realizados na tentativa de novas buscas de substancia portencialmente ativas

e com possivel atividade biologica. A busca por terapias mais eficientes para as
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doencas que acometem a humanidade se torna foco de comercializagdo de
produtos farmacéuticos de origem natural e, consequentemente, intensifica o

interesse na area cientifica (CASSE, 2014).

Venenos de invertebrados também s&o promissores na pesquisa de novos
farmacos. A ziconotida (Prialt ®), por exemplo, um peptideo sintético com acédo
analgésica usado no tratamento da dor cronica, foi produzida a partir do peptideo w-

conotoxina MVIIA, isolado do veneno do molusco Conus magus (MILJANICH, 2004).

Orivel et al., (2001) e Jonhson et al., (2010) encontraram acao antibacteriana
no veneno de formigas Pachycondyla goeldii, Myrmecia pilosula e Dinoponera
australis, sobre cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Além dos efeitos
de venenos totais, varios peptideos antimicrobianos ja foram isolados de venenos de
insetos (MONINCOVA et al., 2010; CUJOVA et al., 2014). Shen et al., (2010) e
Mendes et al., (2004) observaram em seus estudos a a¢éo dos peptideo isolados da
vespa Pteromalus puparum e Agelaia pallipes contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas. Previamente, foi identificada acdo antifingica do peptideo
denominado defensina-simile isolado da vespa Nasonia vitripennis (YE et al., 2010;
TIAN et al., 2010). Os peptideos polybia-MPI e polybia-CP, sintetizados a partir do
veneno da vespa Polybia paulista, possuem uma potente atividade antibacteriana
sobre cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Bacillus subtilis (WANG et al., 2012; WANG et al., 2013). Essa mesma
espécie de vespa também foram isolados outros dois peptideos com atividade

antibacteriana, denominados Polybina | e Il (RIBEIRO et. al., 2004).

Estruturalmente, diversos peptideos antimicrobianos apresentam atividade in
vitro contra espécies de Leishmania e Trypanosoma (RANGEL, et.al., 2011,
DEOLINDO et al., 2010; ADADE et al., 2011). Partindo dos resultados prévios a
respeito do efeito bioldgico dos peptideos isolados de venenos vespideos, assim
como 0 escasso arsenal terapéutico existente no Brasil, onde o Unico medicamento
utilizado para o controle e evolugdo da Doenca de Chagas é o Benzonidazol, o qual
apresenta limitacbes devido a sua alta toxicidade e eficicia limitada, tornou-se
importante a busca por novas substancias bioativas. Nesse contexto, nosso estudo

teve o propésito de investigar a acdo antiparasitaria do peptideo mastoparano nas
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formas epimastigota e tripomastigota do parasita Trypanosoma cruzi cepa Y, bem

como estudar o provavel mecanismo de agéao.
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2. JUSTIFICATIVA

As doencas parasitarias necessitam de fundamental atencéo, tanto devido ao
aumento significativo da resisténcia dos parasitos aos agentes terapéuticos
disponiveis, como ao fato de serem comumente classificadas como doencas
negligenciadas possuindo assim pouco incentivo para a pesquisa clinica e para o
desenvolvimento tecnologico (CANCADO, 2002). A Doenca de Chagas continua
sendo um grave problema de saude publica devido a terapia inadequada e eficacia
limitada, uma vez que somente o Benzonidazol é utilizado para o tratamento da
doenca no Brasil (COURA et. al., 1997; MCKERROW et al., 2009).

Os produtos naturais e seus derivados tem sido tradicionalmente a fonte mais
comum na obtencdo de substancias biologicamente ativas (ALTMANN, 2001;
CLARDY e WALSH, 2004; KIRKPATRICK, 2002).

Dentro deste contexto, substancias bioativas de origem animal podem servir
de modelos para serem utilizadas como futuras drogas na terapéutica. Os peptideos
isolados tém despertado interesse cientifico como fonte potencial de substancias
bioativas. Assim, o presente trabalho propde estudar o efeito do Mastoparano,
peptideo isolado do veneno da vespa Polybia Paulista, sobre formas do ciclo
evolutivo do T. cruzi, bem como investigar o provavel mecanismo envolvido na

atividade tripanocida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito do peptideo mastoparano (MP) isolado do veneno da vespa
Polybia paulista sobre cepa Y de Trypanossoma cruzi e seu possivel mecanismo de

acao.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito citotoxico do mastoparano sobre formas epimastigota e

tripomastigota de cepa Y de Trypanosoma cruzi;

e Verificar a producéo de espécie reativa de oxigénio em forma epimastigota;

e Avaliar a possivel alteracdo do potencial de membrana mitocondrial em formas

epimastigota,

e Avaliar a toxicidade in vitro do peptideo em estudo sobre células de macréfagos
RAW 264.7;

e Verificar a interacdo do mastoporano com a enzima TcGAPDH por meio de
ensaios In silico, identificando assim o modo de ligacdo mais provavel e as

interacdes do ligante com a enzima;
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultivo Celular (LCC) do
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia, da

Universidade Federal do Ceara.

4.1 Peptideo, células e substancias utilizadas

O peptideo Mastoparano (MP) da vespa Polybia paulista foi sintetizado,
purificado no instituto de biociéncia pela Profa. Dra. Bibiana Monson de Souza da
Universidade Estadual Paulista - UNESP e gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Mario -
UNESP. A sintese do MP foi realizada através do método manual em fase sélida
(MERRIFIELD, 1986), utilizando-se quimica N-9-fluorenilmetoxicarbonil, também
conhecida como estratégia Fmoc.

As formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi foram obtidas do
laboratorio de Bioquimica do instituto de Quimica da USP e cultivadas no
Laboratdrio de Cultivo Celular (LCC) da Universidade Federal do Ceara.

As células Raw 264.7 foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro.
As substéncias e sais utilizados para realizacéo do estudo foram obtidos da empresa
Sigma-Aldrich.

4.2 Avaliacdo do efeito do mastoparano (MP) sobre formas epimastigotas de T.

cruzi

4.2.1 Cultivos de formas epimastigotas de T. cruzi

As formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) e 1% de solugdo de antibidticos
(penicilina/estreptomicina, Sigma, Brasil), de acordo com Camargo (1964). Os
parasitos foram mantidos em incubadora B.O.D (Fanem, Brasil) a 28°C. Os parasitas
utilizados para os experimentos foram provenientes de culturas da fase exponencial,
determinada através da realizacdo de uma curva de crescimento por contagem diéria

dos parasitas em camara de Neubauer, apos diluicdo em PBS.
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4.2.2 Efeito citotoxico sobre as formas epimastigotas de cepa Y T. cruzi

As formas epimastigotas de T. cruzi foram subcultivadas, em placas de 96
pocos, na densidade de 1x10° parasitas/mL e incubadas a 28°C em estufa de B.O.D.
(Fanem, Brasil) em meio LIT enriquecido com 1% de antibidticos e 10% de Soro
Bovino Fetal (SBF). As aliquotas de diferentes concentracdes do MP (12,5; 25; 50;
100 e 200 pg/mL) foram adicionadas a suspensado de parasitos. A placa foi incubada
por 24, 48 e 72 horas nas condi¢cdes de cultivo. Neste ensaio foi utilizado como
controle negativo os parasitos tratados com PBS estéril. O movimento dos parasitos
foi observado em microscopio invertido (x100) (ABE, 2002; GONCALVES et al. 2002),
sendo a inibicAo do crescimento determinada por quantificacdo em camara de
Neubauer. As culturas sem tratamento foram consideradas 100% de crescimento e a
Clso (concentragao que inibe 50% do crescimento dos parasitas) foi determinada de
acordo com o modelo PROBIT de analise de regresséo. (Figura 03).

Figura 03- Desenho esquematico dos ensaios de citotoxicidade em formas

epimastigotas de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Autora.
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4.3 Andlise da producdo de espécies reativas de oxigénio em formas

epimastigotas

Com o intuito de estudar a participacdo das espécies reativas de oxigénio
(ERO) no efeito citotdxico do mastoparano sobre formas epimastigota de T.cruzi, foi
utilizado como indicador da geracdo de ERO, a substancia 2',7'-Diacetato de
Diclorofluoresceina (DCF), que apresenta um alto rendimento quantico de

fluorescéncia, sendo utilizada como marcador para o estresse oxidativo da célula.

No estudo, placas de 24 pocos foram incubadas 1x10° células/mL com a Clsg
de 24 horas de MP (102 pg/mL). Apés 3 horas de incubacao, adicionou-se DCF (2
mM). A placa foi mantida protegida da luz até o fim do periodo de tratamento (6
horas). Em seguida, as células foram coletadas, centrifugadas (2500 rpm por 5
minutos) e lavadas com PBS. Por fim, o pellet foi resuspendido e analisado em
citbmetro de fluxo (FACSCalibur, BD), para andlise da emissao de fluorescéncia
(FL,) (Figura 04). Como controle positivo, foi usado o terc-butilhidroperéxido (25 uM),

um indutor do estresse oxidativo.

Figura 04 — Desenho esquematico da analise da producdo de Especies Reativas de
Oxigénio
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A intensidade de fluorescéncia emitida foi estimada pela média geométrica da
intensidade de fluorescéncia nos diferentes grupos experimentais. A andlise
estatistica foi feita a partir da intensidade relativa de fluorescéncia, determinada
usando a férmula (Intensidade Relativa de fuorescéncia = Fluorescéncia teste /
Média de fluorescéncia CT), aonde a Fluorescéncia teste foi determinada pela
intensidade apresentada pelo MP e a fluorescéncia CT determinada pelo controle
negativo (PBS).

4.4. Determinacao do potencial transmembrancico mitocontrial

Na busca de verificar o efeito de MP sobre o potencial de membrana
mitocontrial das formas epimastigotas, foi realizado o ensaio com rodamina 123 por
meio de citometria de fluxo. A rodamina-123 (Rh-123) € um fluorocromo especifico
para a marcacdo mitocondrial em células vivas. O fato de ser um fluorocromo
cationico (carregado positivamente) permite que seja atraido pelo elevado potencial
elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no interior
dessas organelas, emitindo uma fluorescéncia vermelha (FL;). Alteracdes ao nivel
da membrana mitocondrial (potencial transmembréanico) podem ser detectadas em
ensaios de citometria por meio da diminuicdo da vermelha mitocondrial, iniciando a
reducdo do acumulo de Rh-123 nessa organela (JOHNSON et. al., 1980).

4.4.1 Protocolo Experimental

As formas epimastigotas na concentracdo de 1x10° células/mL foram
incubadas com a Clsg de MP e PBS (controle negativo) durante 24 horas em placas
de 24 pocos. Em seguida as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos.
O precipitado obtido foi lavado 2 vezes com PBS e ressuspenso em 490 uL de PBS.
As suspensdes foram tratadas com rodamina (na concentracgédo final de 10 pg/mL)
por 30 minutos ao abrigo da luz. Por fim, as amostras foram centrifugadas, lavadas 2
vezes, ressuspensas em 500 pL de PBS e analisadas em citobmetro de fluxo
(FACSCalibur®, BD Pharmigen) para contagem de células marcadas com Rh-123
(Figura 5) (DE LIMA, et al., 2005).

A intensidade de fluorescéncia e analise estatistica para o experiemento
foram realizadas de maneira semelhante a descrita para a Producdo de Espécie

Reativa.
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Figura 05 — Desenho esquematico do protocolo experimental do potencial

transmembrancico mitocontrial
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Fonte: Autora.

4.5. Avaliacdo do efeito do peptideo mastoparano (MP) sobre formas
tripomastigota de T. cruzi

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir do sobrenadante de células
LLCMK2 (Rhesus monkey kidney) infectadas, cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s médium), suplementado com 1% de antibidtico e 10%
de soro bovino fetal (APARICIO et al., 2004). As mesmas foram subcultivadas, em
placas de 96 pocos, na densidade de 1x10° parasitas/mL e incubadas a 37°C em
atmosfera com 5% de CO, em meio DMEM enriquecido com 1% de antibi6tico e 2%
de SBF. As aliquotas de diferentes concentracbes (3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100
pug/mL) do MP foram adicionadas a suspensao de parasitas. A placa foi incubada por
24 horas nas condi¢cbes de cultivo. Neste ensaio tivemos como controle negativo
PBS estéril (pH 7.4). O movimento dos parasitas foi observado em microscopio
invertido (x100) (ABE, 2002; GONCALVES et al.,, 2002), sendo a inibicdo do
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crescimento determinada por quantificacdo em camara de Neubauer. As culturas
sem tratamento foram consideradas 100% de crescimento e a Clsp (concentracéo
que inibe 50% do crescimento dos parasitas) foi determinada de acordo com o

modelo PROBIT de analise de regresséo. (Figura 06)

Figura 06 - Desenho esquemético dos ensaios de citotoxicidade em formas

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi.
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4.6 Avaliacéo da toxicidade do mastoparano em células de macréfagos

Com o intuito de saber a toxicidade do MP para as células de mamiferos foram
realizados ensaios em linhagens de macréfagos Raw 264.7. As células foram
subcultivados em placas de microcultura (~1x10° céls/mL) em meio DMEM
enriquecido com 10% de SBF e 1% de antibiético, a 37°C em atmosfera com 5% de

CO; por 2h para permitir a adesdo das células. As células foram tratadas com
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diferentes concentracdes do peptideo MP nas condi¢des de cultivo. A viabilidade dos
macréfagos foi determinada utilizando o ensaio com 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina (MTT; Sigma) dissolvido em PBS, que se baseia na atividade
mitocondrial das células viaveis que sao capazes de reduzir o MTT e formar um
produto colorido insolivel em &gua, o sal formazan (MOSMANN, 1983). Apds o
periodo de 24 horas de incubagdo com o MP, adicionou-se a solucdo de MTT
(2,5mg/mL em PBS) em cada poco (10uL) por 4 horas nas mesmas condi¢cdes e
entdo adicionou-se 90 pL/poco de dodecil sulfato de sodio 10% (SDS) em HCL 0,01N
para solubilizar os cristais de formazan formados. As placas foram incubadas por 17h
e em seguida foi realizada a leitura em espectrofotometro (570nm) (Figura 07).
Culturas de macrofagos sem nenhum tratamento foram consideradas como 100% de
viabilidade. A viabilidade celular foi determinada por comparacao entre 0os percentuais
médios de células sobreviventes e a concentracdo de mastoparano. O controle
negativo correspondeu como 100% de sobrevivéncia.

Figura 07- Desenho esquematico do ensaio de toxicidade pelo MTT.
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