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RESUMO

A doenca de Chagas representa um importante problema de saude publica e o
benzonidazol, unico farmaco utilizado no tratamento, apresenta eficacia limitada e
provoca graves efeitos adversos. Nesse contexto, torna-se necessaria a busca por
estratégias terapéuticas que promovam maior seletividade pelo parasito, diminuindo
as complicacbes causadas no hospedeiro. O veneno da formiga gigante Dinoponera
quadriceps € rico em peptideos, denominados dinoponeratoxinas (DnTxs), cujos
efeitos os tornam semelhantes a peptideos antimicrobianos. A Dntx Dg-2561, em
estudo recente, apresentou melhor efeito antichagasico, com alto indice de
seletividade (IS) (80,3), sendo considerada a mais promissora, contudo mostrou-se
hemolitica. Em vista disso, dois fragmentos da DnTx Dq-2561 foram projetados e
sintetizados: Dg-2561[1-15] e Dqg-2561[3-15]. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar o potencial tripanocida dos peptideos derivados da DnTx Dq-2561 sobre as
formas evolutivas de Trypanosoma cruzi cepa Y (cepa resistente ao benzonidazol). A
toxicidade dos peptideos Dqg-2561[1-15] e Dq-2561[3-15] foi avaliada em células
hospedeiras LLC-MK2, pelo método de redugcdo do MTT. O efeito tripanocida foi
avaliado sobre as formas epimastigotas (cultivadas em meio LIT, a 28°C),
tripomastigotas e amastigotas (obtidas através de infeccdo de células LLC-MK2 e
cultivadas em meio DMEM, a 37°C e 5% de CO2), sendo determinado o IS. Todos os
ensaios foram realizados em ftriplicata e os resultados médios de trés experimentos
independentes foram utilizados para a analise estatistica, onde os resultados foram
comparados utilizando o teste one-way ANOVA, com pés-teste de Bonferroni. Os
peptideos derivados da DnTx Dg-2561 mostraram efeito contra as formas
epimastigota e tripomastigota de T. cruzi cepa Y, apresentando menor toxicidade em
células hospedeiras LLC-MK2. Contudo, Dg-2561[1-15] demonstrou efeito mais
semelhante ao peptideo parental, com alto indice de seletividade (72,9) e efeito
antiamastigota. Logo, o menor tamanho desses peptideos traz novas perspectivas
para o surgimento de novas alternativas terapéuticas para a doenga de Chagas.

Palavras-chave: doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; dinoponeratoxinas.



ABSTRACT

Chagas disease is an important public health problem and benznidazole, the only drug
used in treatment, has limited efficacy and causes serious adverse effects. In this
context, it is necessary to search for therapeutic strategies that promote greater
selectivity for the parasite, reducing the complications caused in the host. The venom
of the giant ant Dinoponera quadriceps is rich in peptides, called dinoponeratoxins
(DnTxs), whose effects make then similar to antimicrobial peptides. Dntx Dg-2561, in
a recent study, showed a better antichagasic effect, with a high selectivity index (IS)
(80,3), being considered the most promising, however, it was shown to be hemolytic.
So, two fragments of the DnTx Dg-2561 were designed and synthesized: Dq-2561[1-
15] and D@g-2561[3-15]. The objective of the present work was to evaluate the
trypanocidal potential of peptides derived from DnTx Dg-2561 on the evolutionary
forms of Trypanosoma cruzi strain Y (benznidazole resistant strain). The toxicity of Dg-
2561[1-15] and Dg-2561[3-15] peptides was evaluated in LLC-MK2 host cells, by the
MTT reduction method. The trypanocidal effect was evaluated on epimastigotes
(cultured in LIT medium, at 28°C), trypomastigotes and amastigotes (obtained through
infection of LLC-MK2 cells and cultured in DMEM medium, at 37°C and 5% CO2),
being determined the IS. All tests were performed in triplicate and the average results
from three independent experiments were used for statistical analysis, where the
results were compared using the one-way ANOVA test, with Bonferroni's post-test. The
peptides derived from DnTx Dq-2561 showed an effect against the epimastigote and
trypomastigote forms of T. cruzi strain Y, presenting less toxicity in LLC-MK2 host cells.
However, Dg-2561[1-15] demonstrated an effect more similar to the parental peptide,
with a high selectivity index (72.9) and antiamastigote effect. Therefore, the smaller
size of these peptides brings new perspectives for the emergence of new therapeutic

alternatives for Chagas' disease.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; dinoponeratoxins.
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1 INTRODUGAO

1.1 Etiologia e epidemiologia da doenca de Chagas
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A doenca de Chagas (DC), ou tripanossomiase americana, € uma

importante parasitose cujo agente etiologico € o protozoario hemoflagelado

Trypanosoma cruzi (FIOCRUZ, 2020).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a DC ¢é

considerada uma doenga tropical negligenciada pois afeta, quase em sua totalidade,

populagdes de baixa renda, sendo uma das principais causas de morbidade e

mortalidade crénicas em paises em desenvolvimento (BONNEY, 2014).

Atualmente, existem cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas infectadas em 21

paises da América Latina e, aproximadamente, 70 milhdes de pessoas no mundo

estdo em risco de contrair a doenca (DNDi, 2020).

Devido a rapida mobilidade populacional, crescente urbanizacao, e forte

emigracao de latino-americanos para areas ndo-endémicas, como Europa Ocidental,

Estados Unidos, Canada, Japao e Australia, a DC mostrou uma mudanga em seu

padrdao epidemioldgico, espalhando-se para areas urbanas e para outros paises e

continentes, onde passou a ser uma ameaga emergente nessas regides, como mostra

a figura 01 (CHATELAIN, 2017; OPAS/OMS, 2020).

Figura 01. Distribuigdo da doenga de Chagas no mundo.
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Desde sua descoberta por Carlos Chagas, em 1909, a DC tem sido um
importante problema de saude publica (FIOCRUZ, 2020). No Brasil, a regi&do Nordeste
€ a segunda principal area endémica para a doenga no pais, com prevaléncia de
0,84% no Estado do Ceara (CAMARGO, et al., 1984). Embora ndo haja estudos
recentes que mensurem a soroprevaléncia no estado, alguns estudos realizados em
municipios como Jaguaruana e Limoeiro do Norte detectaram soroprevaléncia de
3,1% e 4,2%, respectivamente (BORGES-PEREIRA et al., 2008; FREITAS, 2014,
FIDALGO et al., 2018).

1.2 Vias de transmissao da doenga de Chagas

As principais vias de transmissao da DC, no Brasil, sdo a vetorial, através
do contato, durante o repasto sanguineo, com os excrementos do inseto vetor
triatomineo infectado; e a oral, através da ingestédo de alimentos (caldo de cana e agai)
contaminados com formas tripomastigotas de T. cruzi (ANDRADE; GOLLOB; DUTRA,
2014). A transmissao por via oral € a grande responsavel pelos surtos de infecgdo em
areas urbanas, resultando em quadros clinicos agudos e altos indices de mortalidade
(TOSO; VIAL; GALANTI, 2011).

Existem ainda outras formas de transmissdo: por transfusdo sanguinea,
transplante de 6rgaos ou pela via placentaria (congénita) - sendo menos comuns,
porém relatadas (CHATELAIN, 2017). Na transfusdo sanguinea, o receptor acaba
recebendo sangue contaminado com o parasito no entanto, essa forma de
transmissdo vem diminuindo em decorréncia dos protocolos de triagem e rastreio
realizados nos hemocentros (GASCON; BERN; PINAZO, 2010). A transmissao
congénita pode ocorrer em qualquer fase da gestacao ou durante o parto, quando as
mucosas do feto entram em contato com o sangue materno infectado (REQUENA-
MENDEZ et al., 2015).

Nos ultimos anos, a transmiss&o por transplante de 6rgaos vem adquirindo
importancia devido ao aumento no numero de procedimentos e ao estado
imunossuprimido dos pacientes, corroborando para manifestagdes clinicas mais
graves (PEREIRA; NAVARRO, 2013).
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1.3 Evolucgao e manifestagoes clinicas da doenga de Chagas

A DC possui trés fases distintas: aguda, indeterminada e cronica
(CHATELAIN, 2017). A fase aguda, caracterizada pela alta parasitemia, ocorre nas 4-
6 semanas apos a infecgado e geralmente apresenta como sintomas febre e mal-estar,
considerados inespecificos, podendo ainda apresentar-se assintomatica (COSTA et
al., 2011). No entanto, sinais classicos da picada do barbeiro, como o chagoma de
inoculagao e o sinal de Romana, sdo comumente perceptiveis nessa fase da doenca,
como mostra a figura 02 (PEREIRA; NAVARRO, 2013).

Figura 02. Manifestacdes clinicas da doenca de Chagas.

Fonte: Internet (www.isradiology.org/tropical deseases).

Legenda: A. Chagoma na superficie dorsal da méo esquerda 21 dias apds inoculagédo acidental; B.
Crianga com classico sinal de Romana; C. Manifestagdo cardiaca de paciente chagasico: |. Superficie
superior do coragao dilatado mostrando placas fibrosas e alargamento dos vasos coronarianos; Il. Visdo
interior do coracao revelando dilatacdo nas camaras direita e esquerda; D. Megacdlon de paciente

chagasico.


http://www.isradiology.org/tropical_deseases
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Durante a fase indeterminada da infecc¢ao, verifica-se que os portadores
possuem positividade soroldgica para T. cruzi e estudos eletrocardiograficos e
radiolégicos aparentemente normais (CUNHA-FILHO et al., 2012). Aproximadamente,
20-30% das pessoas infectadas evoluem para a fase crénica da doenga (BERN,
2015). Nesse estagio, a cardiomiopatia chagasica é a manifestagdo clinica mais
comum, desenvolvendo-se na grande maioria dos pacientes, porém uma minoria pode
vir a desenvolver complicagdes digestivas, como megaesdfago e megacélon. Tais
alteragdes sao provenientes da presenga maciga das formas amastigotas do parasito
nos tecidos periféricos (RIBEIRO et al., 2012; AYO et al., 2013; CUNHA-NETO;
CHEVILLARD, 2014; MARCHIORI, 2016).

1.4 Formas evolutivas e ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario unicelular que possui como estruturas um unico
flagelo e uma unica mitocéndria alongada que termina em um cinetoplasto, contendo
o DNA mitocondrial, sendo classificado dentro da ordem Kinetoplastida, da classe
Zoomastigophorea e da familia Trypanosomatidae (CHAGAS, 1909; RASSI; RASSI;
MARIN-NETO, 2010). Tal organismo € um parasito obrigatério desenvolvendo-se em
insetos hematofagos da familia Reduviidae, popularmente conhecidos como
“barbeiros”, em pequenos animais silvestres e domésticos, e nos seres humanos
(FIOCRUZ, 2020).

No seu ciclo biolégico, o T. cruzi apresenta trés formas evolutivas
principais, como mostra a figura 03. A forma epimastigota, proliferativa e nao
infectante, encontrada no intestino médio do inseto vetor; e as formas tripomastigota,
nao proliferativa e infectante, presente na circulagcdo sanguinea e amastigota,
proliferativa intracelular, que se encontram no hospedeiro vertebrado (ADADE et al.,
2013).
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Figura 03. Formas celulares de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Internet (www.icb.usp.br).

O T. cruzi possui um ciclo evolutivo complexo pois requer passagem
obrigatéria por um inseto vetor triatomineo, onde o parasito passa por uma fase de
multiplicagdo extracelular, e por um hospedeiro vertebrado, onde o parasito passa por
uma fase de multiplicagao intracelular (BONNEY, 2014; FRANCISCO et al., 2017).

A infecgao por T. cruziinicia-se quando o inseto vetor triatomineo se infecta
ao se alimentar do sangue contaminado, de um hospedeiro vertebrado, com as formas
tripomastigotas (MEIRA et al., 2015). Apds serem ingeridos pelo inseto vetor, os
tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas no intestino médio anterior do
triatomineo. Nesse ambiente, as formas epimastigotas se multiplicam, juntando-se as
membranas perimicrovilares das células intestinais, e se transformam nas formas
tripomastigotas metaciclicas infecciosas, liberadas durante o repasto sanguineo
juntamente com a urina e as fezes do barbeiro, no local da picada (DE SOUZA; DE
CARVALHO; BARRIAS, 2010). No hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas
metaciclicos se ligam a receptores de superficie celular de macréfagos, levando a
formagcdo de um vacuolo parasitéforo onde se transformam nas formas amastigotas
(FRANCISCO et al., 2017). Estas, apos sucessivas divisdes binarias, diferenciam-se
em tripomastigotas, que sao langados na corrente sanguinea do hospedeiro

vertebrado, podendo infectar novas células ou contaminar um novo inseto vetor


http://www.icb.usp.br/
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durante o repasto sanguineo, como mostra a figura 04 (MUNOZ-SARAIVA et al.,

2012).

Figura 04. Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Fiocruz, 2020.

1.5 Tratamento farmacolégico da doenga de Chagas

Em 1909, era diagnosticada a primeira paciente com DC no Brasil
entretanto, mais de um século apds seu descobrimento pelo médico sanitarista Carlos

Chagas, tal enfermidade continua distante das prioridades do mercado farmacéutico

(FIOCRUZ, 2020).
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O tratamento disponivel para a DC é limitado a dois farmacos existentes a
mais de 50 anos, os derivados nitroimidazélicos Benzonidazol e Nifurtimox,
desenvolvidos respectivamente pelos laboratérios farmacéuticos Roche® e Bayer®,
como mostra a figura 05 (MORILLA; ROMERO, 2015).

No Brasil, o Nifurtimox foi proibido de ser comercializado devido a sua
elevada toxicidade. Dessa forma, o unico farmaco disponivel atualmente no pais para
o tratamento da DC é o Benzonidazol (BZ), que possui eficacia limitada além de

desencadear inumeros efeitos adversos (CANCADO, 2002).

Figura 05. Estrutura quimica do Nifurtimox e Benzonidazol.
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2008.

Mesmo aprovado pelo Ministério da Saude, o tratamento com BZ possui
uma taxa média de cura, entre os casos recentes de infeccdo, de aproximadamente
80% porém, nas condi¢gdes em que a doenga encontra-se cronificada, essa taxa cai
para menos de 20% (OLIVEIRA et al., 2008; SESTI-COSTA et al., 2014). Além disso,
a necessidade de esquemas posoldgicos prolongados facilita o surgimento de reagdes
adversas, diminuindo a adesido a terapia bem como, a qualidade de vida desses
pacientes (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012).

Nas primeiras semanas de tratamento, podem ser observadas reacgdes
cutaneas, dermatite atopica, erupgdes sensiveis a luz, febre, perda de peso, purpura
e disturbios gastrointestinais porém, a longo prazo podem surgir leucopenia,
trombocitopenia e disturbios neuroldgicos, fazendo-se necessaria a pesquisa por
novas alternativas terapéuticas que apresentem maior seletividade pelo parasito,
diminuindo as complicagbes causadas no hospedeiro (COURA; BORGES-PEREIRA,
2012; DNDi, 2020).
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1.6 Potencial terapéutico de biotoxinas

Nos ultimos anos, as toxinas animais vém sendo estudadas pelo grande
potencial biotecnolégico que apresentam, despertando o interesse da comunidade
cientifica como modelos moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos
(HARVEY, 2014).

A espécie Dinoponera quadriceps, conhecida popularmente como “formiga
gigante”, como mostra a figura 06, pertence a subfamilia Poneriane e encontra-se
amplamente distribuida pelo Nordeste brasileiro (PAIVA; BRANDAO, 1995). Seu
veneno, em diferentes estudos, demonstrou grande potencial antinociceptivo (SOUSA
et al., 2012), anticonvulsivante (LOPES et al., 2013), anti-inflamatério e anticoagulante
(MADEIRA et al., 2015), antimicrobiano (LIMA et al., 2014), e antiparasitario (LIMA et
al., 2016).

Figura 06. Dinoponera quadriceps.

Fonte: LATTKE, 2015.

Legenda: A. Cabega com vista frontal; B. Corpo em vista lateral.

Previamente, nosso grupo de pesquisa realizou a analise do transcriptoma
da glandula de veneno de D. quadriceps que revelou um repertério de toxinas, as
quais incluem as dinoponeratoxinas (DnTxs), componentes semelhantes a peptideos
antimicrobianos encontrados em venenos de outros animais (TORRES et al., 2014).

Peptideos antimicrobianos s&do um grupo heterogéneo de proteinas
animais e vegetais, produzidas como mecanismo de defesa contra espécies

invasoras. Esses peptideos possuem tamanho pequeno, geralmente inferior a 50
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residuos de aminoacidos, e natureza catidnica e anfipatica, caracteristicas que
permitem uma alta permeabilidade através das membranas lipidicas, levando a morte
dos microrganismos invasores (TORRENT et al., 2013). Além disso, devido a essas
propriedades, tais peptideos podem ser faciimente modificados com o intuito de
melhorar sua estabilidade in vivo e atividade biolégica (SUN; SUN; HUANG, 2016;
YAVARI et al., 2018).

O momento hidrofébico (uH) e a hidrofobicidade, juntamente com a carga
liquida (Z), sdo parametros amplamente utilizados nos estudos de analise racional das
interagdes peptideo — bicamada lipidica (DRIN; ANTONNY, 2010). Sendo assim, as
diferentes propriedades fisico-quimicas dos peptideos antimicrobianos sao utilizadas
para caracteriza-los, prevendo seu comportamento ao interagir com as diferentes
composi¢coes das membranas celulares (SALDITT; LI; SPAAR, 2006; LI; DING; MA,
2016).

Com base na analise peptiddomica, quatro sequéncias de DnTxs (Dg-3348,
com 30 residuos de aminoacidos; Dg-2561 com 23 residuos de aminoacidos; Dg-
1503, com 13 residuos de aminoacidos; e Dg-1319 com 11 residuos de aminoacidos)
foram selecionadas, sintetizadas e testadas contra as trés formas de desenvolvimento
de uma cepa resistente de T. cruzi. De acordo com o estudo de LIMA e colaboradores
(2018), dentre essas dinoponeratoxinas, a DnTx Dg-2561 apresentou melhor efeito
antichagasico, com alta seletividade, sendo entdo considerada a mais promissora
contudo, mostrou-se hemolitica. Além disso, o tamanho de sua cadeia de aminoacidos
torna sua sintese muito cara, evidenciando a necessidade de modificacbes
moleculares para estudos posteriores (MARIANO et al., 2019).

Sendo assim, o atual cenario farmacoldgico aplicado a DC chama a
atencao para a necessidade de medicamentos mais eficazes e com menos efeitos
adversos (LIMA et al., 2018). Dentro desse contexto, substancias bioativas, de origem
natural, como as DnTxs podem servir de modelo para o desenvolvimento de novas
ferramentas terapéuticas, essenciais para paises em desenvolvimento, como o Brasil,
onde a DC representa um importante problema de saude publica. Além disso, estudos
que empregam biotecnologia na prospecg¢ao de moléculas terapéuticas sdo de suma
importancia para a valorizagdo dos recursos naturais e para o desenvolvimento

cientifico-tecnoldgico em paises emergentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o efeito dos peptideos derivados da DnTx Dg-2561, provenientes

do veneno da formiga Dinoponera quadriceps, sobre cepa Y de Trypanosoma cruzi.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a toxicidade dos peptideos derivados da DnTx Dg-2561 em
células hospedeiras (LLC-MK2);
¢ Avaliar o efeito antiparasitario dos peptideos derivados da DnTx Dg-2561

sobre as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens celulares

No desenho experimental foram utilizadas as células LLC-MK2 - linhagem
imortalizada de células tubulares renais de macaco (Macaca mulatta) - como células
hospedeiras, obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ); formas
epimastigotas e tripomastigotas de cepa Y de Trypanosoma cruzi, doadas pelo

Laboratorio de Bioquimica de Parasitos, da Universidade de S&o Paulo (USP).

3.2 Substancias em estudo

Os peptideos derivados da DnTx Dg-2561 (tabela 01) foram gentiimente
cedidos pelo Laboratdrio de Compostos Bioativos da Universidade Federal do ABC
(UFABC), coordenado pelo professor Vani Xavier Oliveira Junior e cadastrados no
SISGEN (n° AO3AA38) através do projeto intitulado “Efeitos bioldgicos de venenos e

peptideos de origem animal”.

Tabela 01. Sequéncia de aminoacidos dos peptideos derivados da DnTx Dg-2561.

Peptideos Sequéncia de aminoacidos
Dq-2561 FWGTLAKWALKAIPAAMGMKQNK
Dg-2561[1-15] FWGTLAKWALKAIPA
Dg-2561[3-15] GTLAKWALKAIPA

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para aumentar a atividade antichagasica da DnTx Dqg-2561 foram
propostos dois fragmentos: um fragmento N-terminal com 15 aminoacidos (Dg-
2561[1-15] — peptideo derivado 1) e, a partir da retirada dos dois primeiros residuos,
um outro fragmento com 13 aminoacidos (Dg-2561[3-15] — peptideo derivado 2), os

quais, apos as fragmentagodes, apresentaram as seguintes caracteristicas (tabela 02):
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Tabela 02. Propriedades fisico-quimicas dos peptideos derivados da DnTx Dg-2561.

Peptideos Peso molecular Z Hidrofobicidade MH
Dq-2561 2526,13 5 0,509 0,248
Dq-2561[1-15] 1673,0 3 0,782 0,411
Dg-2561[3-15] 1339,62 3 0,592 0,277

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Z: carga liquida; yH: momento hidrofébico.

3.3 Avaliacao da toxicidade dos peptideos derivados da DnTx Dqg-2561 em

células hospedeiras

As células LLC-MK2, utilizadas como células hospedeiras, foram cultivadas
em garrafa de cultivo celular estéril, na concentragao de 10° células/mL, determinada
por contagem em camara de Neubauer com azul de Trypan (0,4%) e mantidas em
meio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF) e antibidticos, em estufa com atmosfera de 5% de CO2, a 37°C,
sendo repicadas ao atingirem estado de confluéncia.

Para determinacao da toxicidade, as células LLC-MK2 foram cultivadas em
placa estéril de 96 pocos, na concentragdo de 10° células/mL, em meio DMEM
suplementado com 10% de SBF e antibiéticos, sendo mantidas por 24 horas em estufa
com atmosfera de 5% de CO2, a 37°C.

Apods 24 horas de incubagdo, as células LLC-MK2 foram tratadas com
diferentes concentracdes dos peptideos (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 uM),
e a avaliagao da viabilidade celular foi mensurada através do ensaio de reducgéo do
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), que se baseia na
capacidade de células viaveis, ao internalizarem o MTT, um sal tetrazélio amarelado,
o reduzirem, através da acao de desidrogenases mitocondriais, a cristais arroxeados
e insoluveis de formazan (MOSMANN, 1983).

Decorridas 24 horas de tratamento, foi adicionado a placa 10 pL/pocgo de
uma solugdo de MTT (2,5 mg/mL) e apds incubagdo por 4 horas em estufa com
atmosfera de 5% de COz2, a 37°C, a solubilizacao dos cristais de formazan foi feita em

dodecil sulfato de sodio (SDS) por 17 horas. A absorbancia foi medida a 570nm, em
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leitor de microplacas (Biochrom® ASYS Expert Plus), e os valores da CC50 —
concentragédo capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular — foram avaliados por
regressao nao linear, servindo para selecionar as concentragdes de trabalho para os
testes in vitro de atividade tripanocida (MENEZES, 2017).

3.4 Estudo do efeito dos peptideos derivados da DnTx Dq-2561 sobre as

formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi foram cultivadas em garrafa
de cultivo celular estéril, na concentragdo de 108 parasitos/mL, em meio LIT (Liver
Infusion Tryptose), suplementado com 10% de SBF e antibidticos, e mantidas a 28°C
em estufa BOD (Biochemical Oxygen Demand), sendo repicadas a cada 7 dias.

Para a avaliagcéo do efeito dos peptideos, as formas epimastigotas foram
cultivadas em placa estéril de 96 pogos, na concentracido de 10° parasitos/mL, em
meio LIT suplementado com 10% de SBF e antibidticos, e mantidas a 28°C em estufa
BOD, ap6s tratamento com diferentes concentragdes dos peptideos (50; 25; 12,5;
6,25; 3,12; 1,56; 0,78 uM) (RODRIGUES et al., 2014).

Decorridos os tempos de 24, 48 e 72 horas foram realizadas as
quantificacdes dos parasitos viaveis em camara de Neubauer e os valores da IC50 —
concentragao capaz de inibir em 50% o crescimento dos parasitos — foram avaliados

por regressao nao linear (LIMA et al., 2016).

3.5 Estudo do efeito dos peptideos derivados da DnTx Dq-2561 sobre as

formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

As formas tripomastigotas de cepa Y de T. cruzi foram obtidas a partir do
sobrenadante de células LLC-MK2 (10° células/mL) cultivadas em garrafa de cultivo
celular estéril e infectadas na concentragdo de 107 parasitos/mL. A infecgéo foi
mantida por 5 a 7 dias em meio DMEM, suplementado com 2% de SBF e antibitticos,
em estufa com atmosfera de 5% de COz2, a 37°C.

Para a avaliagao do efeito dos peptideos, as formas tripomastigotas foram
cultivadas em placa estéril de 96 pogos, na concentragdo de 108 parasitos/mL, em
meio DMEM, suplementado com 10% de SBF e antibiéticos, e mantidas a 37°C em
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estufa com atmosfera de 5% de COz2, apds tratamento com diferentes concentracoes
dos peptideos (25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 uM) (MEIRA et al., 2015).

Decorridas 24 horas, foi realizada a quantificacdo dos parasitos viaveis em
camara de Neubauer e os valores da IC50 foram calculados em comparagédo com o
controle negativo ndo tratado (LIMA et al., 2016). Além disso, foi possivel determinar
o indice de seletividade (I1S) dos peptideos derivados, através da razao entre a CC50
das células hospedeiras e a IC50 das formas tripomastigotas (NWAKA; HUDSON,
2006).

3.6 Estudo do efeito dos peptideos derivados da DnTx Dq-2561 sobre as

formas amastigotas de Trypanosoma cruzi

Para a avaliacdo do efeito dos peptideos, as células LLC-MK2, na
concentragdo de 10° células/mL, foram cultivadas em placa estéril de 24 pogos, sobre
laminulas estéreis, em meio DMEM, suplementado com 10% de SBF e antibidticos, e
mantidas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de COs-.

Apos 24 horas de incubacao, as células LLC-MK2 foram infectadas com
formas tripomastigotas, na concentragdo de 107 parasitos/mL, em meio DMEM,
suplementado com 2% de SBF e antibidticos, e mantidas a 37°C em estufa com
atmosfera de 5% de COg, por 48 horas, para que houvesse a internalizagao celular
das formas tripomastigotas e consequente transformacdo em formas amastigotas
(ADADE, et al., 2013).

Apoés 48 horas da infecgao, foi realizado o tratamento com a IC50 (0,59
MM), proveniente do ensaio em formas tripomastigotas do peptideo Dg-2561[1-15], e
apos 24 e 48 horas de tratamento, as laminulas foram fixadas em solu¢cao de Bouin e
coradas com Giemsa, para montagem das laminas.

O efeito dos peptideos sobre as formas amastigotas foi determinado
através da contagem do numero de amastigotas/100 células e pelo percentual de
células nao infectadas, através da contagem de 300 células por laminula, em
microscopio optico (MONTEIRO, 2019).
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3.7 Analise estatistica

Em todos os ensaios foram realizados trés experimentos independentes,
em ftriplicata, e os resultados foram expressos como sendo a média + o erro padrao
da média (EPM). As analises de significancia foram realizadas através do teste one-
way ANOVA, com poés-teste de Bonferroni, no programa GraphPad Prism ®, versao

5.0 para Windows, sendo considerado p < 0,05 como critério de significancia.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da toxicidade dos peptideos derivados da DnTx Dq-2561 em

células hospedeiras

A toxicidade dos peptideos Dq-2561[1-15] e Dq-2561[3-15] foi avaliada em
células LLC-MK2, utilizadas como células hospedeiras, pelo método de reducéo do
MTT. Apds 24 horas de tratamento com diferentes concentragdes (100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12; 1,56; 0,78 uM), foi observada uma diminuigéo da viabilidade celular nos
grupos tratados com as maiores concentragdes (100 e 50 yM), conforme demonstrado
pelas figuras 07 e 08, e os valores obtidos da CC50, em relagédo ao controle negativo
nao tratado, foram, respectivamente, 43,05 + 1,82 uM para Dg-2561[1-15] e 188,86 *
1,77 uM para Dg-2561[3-15], conforme mostra a tabela 03.

Figura 07. Efeito do peptideo Dg-2561[1-15] sobre células hospedeiras submetidas ao
meétodo de reducado do MTT.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados s&do mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ct).
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Figura 08. Efeito do peptideo Dq-2561[3-15] sobre células hospedeiras submetidas ao
meétodo de reducdo do MTT.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com pos-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle (ct).

O peptideo Dg-2561[1-15] foi mais toxico a célula hospedeira (LLC-MK2)
quando comparado ao peptideo Dg-2561[3-15], e em relagdo ao peptideo parental, os

peptideos derivados apresentaram menor toxicidade.

Tabela 03. Viabilidade celular (média £ EPM) das células hospedeiras, submetidas ao
meétodo de redugdo do MTT, apds tratamento com os peptideos derivados da DnTx
Dg-2561.

Peptideos CC50/24h
Dqg-2561 25,7+ 2 uM
Dq-2561[1-15] 43,05 +1,82 uM
Dq-2561[3-15] 188,86 + 1,77 uM

Bz 614,8 £ 30 uM

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados s&do mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagao ao grupo controle. BZ = benzonidazol.
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4.2 Estudo do efeito dos peptideos derivados da DnTx Dq-2561 sobre as

formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

A avaliagao do efeito dos peptideos Dg-2561[1-15] e Dqg-2561[3-15] foi
realizada sobre as formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi, apos 24, 48 e 72 horas
de tratamento com diferentes concentragdes (50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 uM).

A viabilidade celular foi obtida em relagao ao controle negativo néo tratado,
e os respectivos valores de IC50 para os peptideos Dg-2561[1-15] e Dg-2561[3-15],

nos diferentes tempos, estdo dispostos na tabela 04.

Tabela 04. Viabilidade celular (média + EPM) das formas epimastigotas de T. cruzi,

apos tratamento com os peptideos derivados da DnTx Dg-2561, nos tempos de 24,48

e 72 horas.
Peptideos IC50/24h IC50/48h IC50/72h
Dq-2561 4,7+1 uM 3,6 £0,5 uM 24104 uM
Dqg-2561[1-15] 7,2+1,4uM 9,7+ 0,9 uM 8,7 £0,6 uM
Dq-2561[3-15] 59,9+ 1,6 uyM 156 + 1,3 uM 392 +34 uM
BZ 218,0 £ 15 yM 61,1+ 3 uM 16,5+ 1 uM

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagao ao grupo controle. BZ = benzonidazol.

O peptideo Dg-2561[1-15] demonstrou valores menores de 1C50, quando
comparado ao peptideo Dq-2561[3-15], os quais ndo mostraram alteragdes
expressivas entre os trés tempos. Além disso, foi observada uma diminuicdo da
viabilidade celular, principalmente, nos grupos tratados com as maiores

concentragdes (50 e 25 uM) e isso pode ser verificado na figura 09.
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Figura 09. Efeito tripanocida do peptideo Dq-2561[1-15] sobre formas epimastigotas,

apods 24, 48 e 72 horas de tratamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ct).

O peptideo Dg-2561[3-15], por sua vez, demonstrou valores maiores de
IC50, quando comparado ao peptideo Dqg-2561[1-15], os quais mostraram um
aumento progressivo nos trés tempos de tratamento, como pode ser verificado na

figura 10.
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Figura 10. Efeito tripanocida do peptideo Dq-2561[3-15] sobre formas epimastigotas,

apods 24, 48 e 72 horas de tratamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com poés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ct).

Em relagdo ao peptideo parental, os peptideos derivados apresentaram
aumento nos valores de suas respectivas IC50, nos trés tempos de tratamento.
Contudo, em relagcao ao BZ, verifica-se que o peptideo Dq-2561[1-15] possui valores
menores de IC50, nos trés tempos de tratamento enquanto que, o peptideo Dg-
2561[3-15] possui valores menores de IC50, apenas no tempo de 24 horas.
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4.3 Estudo do efeito dos peptideos derivados da DnTx Dqg-2561 sobre as

formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

A avaliagao do efeito dos peptideos Dg-2561[1-15] e Dqg-2561[3-15] foi
realizada sobre as formas tripomastigotas de cepa Y de T. cruzi, ap6s 24 horas de
tratamento com diferentes concentragdes (25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 uM).

A viabilidade celular foi obtida em relagao ao controle negativo n&o tratado,
e os respectivos valores obtidos de IC50 foram 0,59 + 0,05 uM para Dqg-2561[1-15] e
8,76 + 2,33 yM para Dg-2561[3-15], conforme observado na tabela 05.

Tabela 05. Viabilidade celular (média + EPM) das formas tripomastigotas de T. cruzi,

apods tratamento com os peptideos derivados da DnTx Dg-2561.

Peptideos IC50/24h
Dqg-2561 0,32 £ 0,03 uM
Dq-2561[1-15] 0,59 + 0,05 uM
Dq-2561[3-15] 8,76 £ 2,33 uM
Bz 282 + 20 uM

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados sdo mostrados como média £ EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagao ao grupo controle. BZ = benzonidazol.

De acordo com as figuras 11 e 12, os peptideos derivados mostraram
reducao na viabilidade celular de todos os grupos tratados, entretanto o peptideo Dg-
2561[1-15] possui valor de IC50 oito vezes menor em comparagao ao peptideo Dg-
2561[3-15].

Em relacdo ao peptideo parental, verifica-se uma reducdo pouco
expressiva no valor de IC50 quando comparado ao peptideo Dg-2561[1-15] porém,
quando comparados ao BZ, os peptideos derivados apresentaram valores menores
de IC50.
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Figura 11. Efeito tripanocida do peptideo Dg-2561[1-15] sobre formas tripomastigotas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com poés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ct).

Figura 12. Efeito tripanocida do peptideo Dg-2561[3-15] sobre formas tripomastigotas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados s&do mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ct).

Além disso, obtidos os valores de CC50, provenientes das células
hospedeiras (LLC-MK2), e os valores de IC50, provenientes das formas

tripomastigotas, foi possivel calcular o IS através da seguinte razdo: CC50/IC50.
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Sendo assim, o peptideo Dg-2561[1-15] apresentou IS de 72,9 enquanto que, o
peptideo Dg-2561[3-15] apresentou IS de 21,56, conforme mostra a tabela 06.

Tabela 06. indice de seletividade (IS) dos peptideos derivados da DnTx Dg-2561.

Peptideos IS
Dqg-2561 80,3
Dqg-2561 (1-15) 72,9
Dq-2561 (3-15) 21,56
Bz 2,18

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os peptideos derivados perderam seletividade quando comparados ao
peptideo parental, entretanto essa diminuicdo foi pouco expressiva para o peptideo
Dg-2561[1-15], mostrando-se promissor (IS > 50).

4.4 Estudo do efeito dos peptideos derivados da DnTx Dqg-2561 sobre as

formas amastigotas de Trypanosoma cruzi

O peptideo Dg-2561[1-15] demonstrou-se mais promissor sobre as formas
tripomastigotas sendo assim, foi escolhido para a realizacdo dos testes sobre as
formas amastigotas.

Utilizando como concentragao a ser testada, a IC50 (0,59 uM) do ensaio de
viabilidade celular em tripomastigotas, foram realizados testes nos tempos de 24 e 48
horas.

De acordo com os parametros avaliados - numero de amastigotas/100
células e percentual de células nao infectadas - o peptideo Dg-2561[1-15] mostrou
efeito em ambos, como pode ser observado nas figuras 13 e 14.

Com relagdo ao numero de amastigotas/100 células, verificou-se uma
diminuigao significativa nesse parametro nos dois periodos de tempo (24 e 48 horas),

entretanto com relagdo ao percentual de células ndo infectadas, observou-se um
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aumento desse parametro, porém sem diferengas significativas entre os dois periodos

de tempo.

Figura 13. Efeito do peptideo Dg-2561[1-15] sobre formas amastigotas, apds 24 e 48

horas de tratamento, com relagdo ao n° amastigotas/100 células.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com poés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ct).

Figura 14. Efeito do peptideo Dg-2561[1-15] sobre formas amastigotas, apds 24 e 48

horas de tratamento, com relacédo ao percentual de células nio infectadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Os resultados sdo mostrados como média + EPM. A analise estatistica foi feita com one-way

ANOVA com poés-teste de Bonferroni. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle (ct).
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5 DISCUSSAO

A DC tem sido um importante problema de saude publica, sendo
responsavel por altos indices de morbidade e mortalidade em paises emergentes
(BONNEY, 2014; FIOCRUZ, 2020).

O unico farmaco disponivel no Brasil para o tratamento da DC, cujo agente
etiolégico é o protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, € o BZ - medicamento
desenvolvido a mais de 50 anos que apresenta eficacia limitada e alta toxicidade,
desencadeando graves efeitos adversos (CANCADO, 2002; MORILLA; ROMERO,
2015). Além disso, ja foram relatadas cepas resistentes ao BZ, surgindo assim a
necessidade urgente de novas estratégias terapéuticas que promovam maior
seletividade pelo parasito, diminuindo as complicagbes causadas no hospedeiro
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; RODRIGUES et al., 2014).

Nesse contexto, as toxinas animais vém sendo estudadas pelo grande
potencial biotecnoldgico que apresentam, tornando-se fontes de prospecgao de novas
alternativas farmacoldgicas para o tratamento da DC (HARVEY, 2014).

O veneno da formiga gigante Dinoponera quadriceps ja havia sido descrito
por suas propriedades farmacologicas, sendo avaliado quanto as atividades
antinociceptiva (SOUSA et al., 2012), anticonvulsivante (LOPES et al., 2013), anti-
inflamatdria e anticoagulante (MADEIRA et al., 2015), antimicrobiana (LIMA et al.,
2014) e antiparasitaria (LIMA et al., 2016). Estudos acerca de sua composicao
majoritaria revelaram as DnTxs, peptideos cujos efeitos vém sendo estudados pela
comunidade cientifica (TORRES et al., 2014; MARIANO et al., 2019).

Recentemente, foi demonstrado que esses peptideos apresentaram efeito
antimicrobiano (COLOGNA et al., 2013; DODOU LIMA; CAVALCANTE; RADIS-
BAPTISTA, 2020; ROCHA et al., 2021), antifungico (DODOU LIMA; CAVALCANTE;
RADIS-BAPTISTA, 2020) e antiparasitario (LIMA et al., 2018), tornando as DnTxs
objetos de estudo bastante atraentes.

O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito antiparasitario dos
peptideos derivados da DnTx Dg-2561 sobre as trés formas de desenvolvimento do
parasito Trypanosoma cruzi cepa Y.

De acordo com o estudo de LIMA e colaboradores (2018), dentre as DnTxs
desenhadas e testadas, a DnTx Dg-2561 apresentou efeito antichagasico promissor,
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com alto indice de seletividade (80,3), porém devido ao efeito hemolitico, foram
necessarias modificagdes moleculares.

A avaliagao da toxicidade em células hospedeiras (LLC-MK2), utilizando o
meétodo de redugdo do MTT, revelou que os peptideos Dg-2561[1-15] e Dq-2561[3-
15] apresentaram diminuigdo da viabilidade celular nos grupos tratados com as
maiores concentragdes (100 e 50 yM). Quando comparados ao peptideo parental,
verificou-se que DQq-2561[3-15] apresenta citotoxicidade 7 vezes menor. Quando
comparados ao BZ, os peptideos derivados da DnTx DQg-2561 possuem maior
citotoxicidade.

As células LLC-MKZ2, utilizadas como células hospedeiras, constituem uma
linhagem bem estabelecida para a obtencao de formas tripomastigotas e amastigotas
de T. cruzi, pois possuem boa adeséao e alto percentual de internalizagcao das formas
parasitarias. Dessa forma, os ensaios de viabilidade celular dos peptideos derivados
da DnTx Dg-2561 serviram para definir as concentragdes a serem utilizadas nos
ensaios in vitro de atividade tripanocida (ADADE et al., 2013; MEIRA et al., 2015;
MENEZES, 2017).

A partir dos dados obtidos, foi investigada a atividade dos peptideos Dg-
2561[1-15] e Dg-2561[3-15] sobre as formas epimastigotas de T. cruzi. Embora tais
formas de desenvolvimento sejam consideradas n&o infectantes, sdo amplamente
utilizadas em modelos experimentais para triagem de substancias tripanocidas
(ZINGALES et al., 1997).

O peptideo Dg-2561[1-15] ndo mostrou alteragdes expressivas nos valores
de IC50, nos trés tempos de tratamento, porém apresentou melhor atividade quando
comparado ao peptideo Dq-2561[3-15], sendo observada uma diminuigdo da
viabilidade celular, principalmente, nos grupos tratados com as maiores
concentragbes (50 e 25 yM). Contudo, quando comparados ao peptideo parental,
ambos apresentaram perda de efeito com aumento nos valores de suas respectivas
IC50, nos trés tempos de tratamento.

As formas tripomastigotas foram mais susceptiveis ao tratamento com os
peptideos derivados da DnTx Dg-2561 do que as formas epimastigotas. Tais formas
evolutivas nao proliferativas e infectantes estdo presentes na corrente sanguinea do
homem e de outros hospedeiros vertebrados (BERN, 2015).

No presente estudo, os peptideos derivados da DnTx Dg-2561 mostraram

reducao na atividade tripanocida de todos os grupos tratados. Entretanto, o peptideo



40

Dg-2561[1-15] possui valor de IC50 oito vezes menor em comparagao ao peptideo
Dg-2561[3-15]. Contudo, quando comparados ao BZ, os peptideos derivados
apresentaram valores menores de IC50.

Os venenos de artrépodes sao misturas complexas de moléculas e
compostos que apresentam diversas atividades biologicas, incluindo os peptideos
antimicrobianos que atuam contra varios tipos de microrganismos através do
comprometimento da integridade da membrana celular (SABIA JUNIOR et al., 2019).

Recentemente, peptideos provenientes de venenos animais, cujo efeito é
semelhante ao dos peptideos antimicrobianos, foram utilizados como protétipos para
o desenvolvimento de substancias tripanocidas. Alguns exemplos incluem, os
peptideos provenientes do veneno da abelha-européia Apis mellifera (ADADE et al.,
2013) e os peptideos provenientes do veneno da vespa Polybia paulista (VINHOTE et
al., 2017; FREIRE et al., 2020).

Os peptideos derivados, com relacdo as suas propriedades fisico-
quimicas, apresentaram redugdo de carga liquida (Z) quando comparados ao
peptideo parental. No entanto, Dg-2561[1-15] mostrou valores aumentados de
hidrofobicidade e momento hidrofébico. O aumento desses parametros acaba
permitindo uma maior interacdo com a membrana do parasito, corroborando com a
maior atividade tripanocida exibida por este peptideo (EISENBERG; WEISS;
TERWILLIGER, 1982).

Para que uma substancia seja considerada promissora € necessario que
apresente seletividade sobre as células-alvo sem provocar lesdo expressiva sobre as
células hospedeiras (PENA; SCARONE; SERRA, 2015). De acordo com as diretrizes
da OMS, para que um candidato a substancia antichagasica seja considerado
promissor é preciso que apresente IS > 50, o qual é calculado através da razao entre
a CC50 das células hospedeiras e a IC50 das formas tripomastigotas (NWAKA,;
HUDSON, 2006).

O peptideo Dg-2561[1-15] apresentou IS de 72,9 enquanto que, o peptideo
Dg-2561[3-15] apresentou IS de 21,56. Sendo assim, quando comparados ao
peptideo parental (80,3), os peptideos derivados perderam seletividade, entretanto
essa diminuicao foi pouco expressiva para o peptideo Dg-2561[1-15], mantendo os
critérios da OMS para ser considerado promissor.

Na busca por novas substancias antichagasicas, além de ser necessario

um IS > 50, também é preciso que as mesmas apresentem efeito antiamastigota. As



41

formas amastigotas sédo as responsaveis pela manutengao da infecgao por T. cruzi e
o BZ, unico farmaco disponivel para o tratamento, possui falha terapéutica quando a
DC se encontra cronificada, sendo necessario altas doses, incompativeis devido a
elevada toxicidade (SESTI-COSTA et al., 2014; MORILLA; ROMERO, 2015).

O peptideo mais promissor (Dg-2561[1-15]) foi escolhido para a realizagao
dos testes sobre as formas amastigotas. De acordo com os parédmetros avaliados -
numero de amastigotas/100 células e percentual de células nao infectadas - Dg-
2561[1-15] mostrou efeito em ambos. Com relagdo ao numero de amastigotas/100
células, verificou-se uma diminuigc&o significativa nesse parametro nos dois periodos
de tempo (24 e 48 horas) entretanto, com relacdo ao percentual de células ndo
infectadas, observou-se um aumento desse parametro, porém sem diferencas
significativas entre os dois periodos de tempo.

Por fim, embora os peptideos Dg-2561[1-15] e Dqg-2561[3-15] tenham
perdido poténcia e seletividade quando comparados ao peptideo parental, devido a
reducao no numero de aminoacidos, foi possivel observar ao longo deste estudo que
o0 peptideo Dg-2561[1-15] ainda apresentou-se como uma molécula promissora,
continuando dentro dos critérios da OMS na busca por substancias antichagasicas
(NWAKA; HUDSON, 2006). Além disso, o numero reduzido de aminoacidos baixa os
custos de sintese, abrindo perspectivas para novas modificacdes moleculares e

estudos futuros para avaliacdo dos mecanismos de morte celular e efeito hemolitico.
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6 CONCLUSAO

Os peptideos derivados da DnTx Dg-2561 apresentaram efeito contra as
formas epimastigota e tripomastigota de Trypanosoma cruzi cepa Y. Contudo, Dg-
2561[1-15] demonstrou efeito mais semelhante ao peptideo parental, com alto indice
de seletividade e efeito antiamastigota, apresentando-se como uma molécula
promissora para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para a doenga

de Chagas.
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