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RESUMO

A doenca de Chagas, provocada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, permanece
como um dos maiores desafios de saude publica global, sendo classificada pela
Organizagdo Mundial da Saude como uma doenga tropical negligenciada que afeta
milhdes de pessoas. Atualmente, o protocolo terapéutico padrao baseia-se no uso do
Benznidazol (BZN) que, embora possua eficacia comprovada, apresenta limitagbes
severas devido a alta incidéncia de efeitos colaterais adversos. Diante deste cenario,
torna-se imperativa a investigagdo de novas estratégias, com especial atencédo as
terapias combinatérias que possam potencializar a acdo tripanocida, superar
possiveis resisténcias parasitarias e reduzir a toxicidade medicamentosa.

Neste contexto, o presente estudo investigou o potencial efeito sinérgico entre o
Benznidazol e o peptideo ciclico antiparasitario RCB-4, isolado das sementes de
Ricinus communis (mamona). O processo de isolamento do RCB-4 envolveu o uso de
extratos brutos submetidos a cromatografia por filtragdo em gel (Sephadex G-50), o
que permitiu a obtengcdo de uma fragao de baixa massa molecular (FBMM < 10 kDa).
Posteriormente, a purificacdo final do peptideo, que apresenta massa molecular
aproximada de 2.400 Daltons, foi realizada através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em fase reversa utilizando coluna C18.

Para avaliar a eficacia da proposta, foram conduzidos ensaios tripanocidas com o
parasito no estagio epimastigota. A atividade bioldgica foi testada individualmente
para o BZN, o peptideo RCB-4 (em suas formas natural e sintética) e, de forma inédita,
em formulagbes combinadas entre o farmaco e o peptideo. O objetivo central foi
identificar possiveis interagdes sinérgicas em intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas. Os
resultados revelaram sinergismo em duas condi¢gbes especificas: na combinagao de
25 pg/mL de BZN com 5 pg/mL do peptideo apds 48 horas de incubacédo, e na dose
de 50 pg/mL de BZN com 10 ug/mL do peptideo apds 24 horas.

Em conclus&o, os dados sugerem uma agao conjunta e sinérgica promissora entre o
farmaco Benznidazol e o peptideo ciclico RCB-4 contra as formas epimastigotas do
T. cruzi. Essa interacao indica um caminho viavel para otimizar o tratamento da
doenca de Chagas, uma vez que o sinergismo permite a utilizagdo de dosagens
reduzidas de ambos os compostos. Consequentemente, essa abordagem abre

perspectivas para o combate ao protozoario de forma mais eficiente, minimizando os



impactos toxicos e os efeitos adversos associados ao uso isolado e em altas

concentracdes do Benznidazol.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Benznidazol (BZN); Peptideo ciclico RCB-4;

Ricinus communis (Mamona).



ABSTRACT

Title: Evaluation of the synergistic effect between the cyclic peptide RCB-4 and

Benznidazole against epimastigote forms of Trypanosoma cruzi.

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, remains a major global
public health challenge and is classified by the World Health Organization (WHO) as a
neglected tropical disease affecting millions of people. The current standard treatment
is based on the drug Benznidazole (BZN), which, despite its proven efficacy, is often
limited by significant adverse side effects. In this scenario, the search for new
therapeutic strategies—especially combination therapies that can overcome parasite
resistance and mitigate drug toxicity—becomes imperative.

In this context, the present study investigated the potential synergistic effect of an anti-
parasitic cyclic peptide, RCB-4, isolated from Ricinus communis (castor bean) seeds,
in combination with Benznidazole against Trypanosoma cruzi. The RCB-4 peptide was
isolated from crude castor seed extracts through a purification process involving gel
filtration chromatography (Sephadex G-50), resulting in a low molecular mass fraction
(LMMF < 10 kDa). Subsequently, this fraction was subjected to reverse-phase HPLC
using a C18 column to isolate the RCB-4 peptide, which presented an approximate
molecular mass of 2,400 Daltons.

Trypanocidal assays were performed using parasites in the epimastigote stage.
Biological activity was evaluated for BZN, the RCB-4 peptide (in both native and
synthetic forms) individually, and in formulations combining the drug and the peptide.
The objective was to investigate the synergism between BZN and the peptide (natural
and synthetic), with observations conducted at 24, 48, 72, and 96-hour intervals. The
results evidenced synergism between the compounds under two main conditions: the
combination of BZN (25 pg/mL) with the peptide (5 pg/mL) after 48 hours of incubation,
and the combination of BZN (50 pg/mL) with the peptide (10 ug/mL) after 24 hours of
incubation.

In conclusion, the data suggest a joint and synergistic action between the drug
Benznidazole and the cyclic peptide RCB-4 on the epimastigote stage of Trypanosoma
cruzi. This synergism indicates a potential to improve the efficacy of Chagas disease
treatment, allowing for reduced dosages of the components and, consequently,



minimizing the adverse effects associated with Benznidazole in the fight against this

protozoan.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Benznidazole (BZN); Cyclic peptide RCB-4; Ricinus

communis (Castor bean).



INTRODUGAO

A doencga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, representa
um dos principais problemas de saude publica nas Américas, sendo classificada pela
Organizagdo Mundial da Saude como doenga tropical negligenciada. Estima-se que
afetem 6 a 7 milhdes de pessoas, com cerca de 12 mil ébitos anuais, principalmente
em regides de baixa condicdo socioecondmica. A transmiss&do ocorre
predominantemente por vetores triatomineos (barbeiros), embora outras vias
(transfusional, congénita, oral e acidental) também contribuam para a manutengao do
ciclo. No hospedeiro vertebrado, o parasito apresenta formas tripomastigota
(sanguinea), amastigota (intracelular) e epimastigota (no vetor), com elevada
capacidade de invasao celular e persisténcia tecidual, especialmente em miocardio e
plexos nervosos entéricos. Isso resulta em fase aguda frequentemente
oligossintomatica e fase crbnica que pode evoluir para cardiomiopatia chagasica,
megaesobfago ou megacolon.

O tratamento etiologico atual baseia-se principalmente no benznidazol (BZN),
nitroimidazélico ativado por nitroredutases tipo | do parasito, que gera metabdlitos
reativos (glioxal e radicais livres) capazes de danificar DNA, proteinas e tidis
parasitarios. Embora eficaz na fase aguda (taxas de cura parasitolégica de até 76 %),
o farmaco apresenta eficacia reduzida na fase crénica, elevada toxicidade (reagdes
cutaneas, gastrintestinais, neurologicas e hematologicas) e relatos de resisténcia
parasitaria. Nao existe vacina disponivel, e a prevencgao primaria depende do controle
vetorial e da triagem transfusional. Diante dessas limitagdes, a busca por estratégias
terapéuticas combinatorias que potencializem a acao antiparasitaria, reduza as doses
necessarias e minimizem efeitos adversos torna-se prioritaria.

Nesse contexto, os peptideos antimicrobianos (PAMs) de origem vegetal
emergem como moléculas promissoras. Plantas superiores, ao longo de sua
evolucdo, desenvolveram peptideos ciclicos estaveis, ricos em cisteina e pontes
dissulfeto, que conferem elevada resisténcia proteolitica e atividade contra patdgenos.
Estudos anteriores realizados no Laboratério de Quimica e Funcao de Proteinas e
Peptideos (LQFPP/UENF) identificaram, a partir de sementes de Ricinus communis
L. (mamona), uma fracdo de baixa massa molecular (< 3,5 kDa) com atividade

tripanocida e toxoplasmica in vitro. Por meio de cromatografia de exclusdo molecular,
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HPLC de fase reversa, sequenciamento N-terminal, espectrometria de massas
(MALDI-TOF e LC-MS) e sintese em fase solida, foi caracterizado o peptideo ciclico
RC-B4, de sequéncia ARCCLVMPVPPFACVKFCSSA. Esse peptideo apresentou 90
% de homologia com o peptideo RC-B1 previamente descrito em analises protedbmicas
de cultivares de R. communis, massa molecular aproximada de 2.400 Da, N-terminal
bloqueado e resisténcia a proteases quando nativo. Ensaios mostraram que o RC-B4
(purificado e sintético) inibe o crescimento de formas extracelulares e intracelulares
de T. cruzi em até 50 % nas concentragbes de 10-15 pug/mL, sem citotoxicidade
significativa para células hospedeiras LLC-MK2 nas doses testadas.

A presente dissertacdo constitui continuacao direta desses achados. Partindo
da caracterizacgao estrutural e da atividade antiparasitaria isolada do RC-B4 obtida por
Galossi-de-Souza (2024), o presente trabalho avalia o potencial efeito sinérgico desse
peptideo ciclico (nas formas nativa e sintética) em associagdo com o benznidazol

sobre formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) in vitro.
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1. REVISAO DE LITERATURA: DA DOENCA DE CHAGAS AS NOVAS
ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

1.1. Tryponosoma cruzi (T. cruzi) e seu ciclo de vida

A doenga de Chagas foi descrita pela primeira vez em 1909 pelo bidlogo
brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, durante pesquisas realizadas em
uma campanha contra a malaria no estado de Minas Gerais. Também denominada
Tripanossomiase Americana, trata-se de uma das patologias de mais ampla
distribuicao no continente americano, ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos até
a Argentina e o Chile (NOGUEIRA et al., 2009).

Trypanosoma cruzi € um protozoario parasito intracelular obrigatorio e o agente
etiolégico da doencga de Chagas, apresentando elevada capacidade de infecgdo em
diversos tipos celulares do hospedeiro vertebrado. Sua transmisséo ao ser humano e
a outros mamiferos ocorre principalmente por meio do hospedeiro invertebrado, os
triatomineos da subfamilia Triatominae (familia Reduviidae), com destaque para
espécies como Triatoma infestans, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus,
popularmente conhecidos como barbeiros, através de fezes ou urina contaminadas
(WHO, 2024; WHO, 2025).

Além do homem, o ciclo do T. cruzi envolve uma ampla variedade de
hospedeiros vertebrados, incluindo mamiferos domésticos (como cées e gatos) e
silvestres (como roedores, marsupiais — especialmente gambas —, tatus e primatas),
que atuam como reservatorios naturais do parasito e desempenham papel
fundamental na manutencdo e disseminacdo da infeccdo nos diferentes
ecossistemas. A Figura 1 ilustra um exemplar do inseto popularmente denominado
barbeiro, reconhecido como o principal vetor envolvido na disseminacdo da doenca

de Chagas.
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Figura 1: Representagédo do Triatomineo (bicho-barbeiro)

(https://www.biologianet.com/doencas/doenca-de-chagas.htm)

A tripanossomiase americana, amplamente conhecida como doenca de
Chagas, consiste em uma zoonose provocada pelo hemoflagelado Trypanosoma cruzi
(Figura 2). Esse protozoario integra a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae, grupo que também abrange organismos pertencentes aos
géneros Leishmania e Trypanosoma. Entre suas particularidades estruturais, destaca-
se a presenga do cinetoplasto, uma regido mitocondrial especializada que contém
uma rede organizada de DNA circular, conferindo caracteristicas biolégicas singulares
a esses parasitos (Donelson et al., 1999).

No que se refere a transmissdo, os principais vetores com importancia
epidemiologica pertencem aos géneros Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius,
inseridos na subfamilia Triatominae, da familia Reduviidae. Esse grupo reune cerca
de 148 espécies ja descritas, com predominancia na América Latina. Entretanto,
apenas uma parcela dessas espécies apresenta papel significativo na dindmica de
transmissdao da doencga, destacando-se Triatoma infestans, Triatoma dimidiata,
Triatoma sordida, Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata, Panstrongylus
megistus e Rhodnius prolixus.

A doencga de Chagas, uma patologia tropical negligenciada e silenciosa, afeta
aproximadamente 6 a 7 milhdes de pessoas no mundo, sendo a maioria na Ameérica
Latina, e causa cerca de 12.000 mortes anualmente (WHO, 2024; 2025).

O mecanismo de transmissdo do T. cruzi ao homem ocorre através da
deposicéo de fezes e urina do triatomineo infectado sobre a pele danificada e pelas

mucosas do hospedeiro no momento do seu repasto sanguineo. No entanto, existem
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outras formas de transmissao como a transfusdo de sangue, transmissdo congénita,

acidentes de laboratério, transplantes de 6rgaos e por via oral (Brener et al., 1992).

Figura 2: Representacao do Trypanosoma cruzi.

(https://brasilescola.uol.com.br/doencas/doenca-chagas.htm)

Ao longo de seu ciclo bioldgico, ilustrado na Figura 3, o Trypanosoma cruzi
apresenta trés estagios evolutivos com distingdes estruturais e funcionais bem
definidas: tripomastigota, amastigota e epimastigota. No interior do inseto vetor,
pertencente a subfamilia Triatominae (familia Reduviidae), os parasitos ingeridos
durante o repasto sanguineo deslocam-se até o intestino médio, onde se diferenciam
em epimastigotas, formas flageladas caracterizadas por intensa atividade replicativa
por divisdo binaria.

Posteriormente, ao alcangarem a porgao posterior do tubo digestério do inseto,
esses organismos passam por um processo de diferenciagdo denominado
metaciclogénese, originando os tripomastigotas metaciclicos, que correspondem a
forma infectante para o hospedeiro vertebrado. Tais formas sao eliminadas
juntamente com as excretas do vetor, geralmente durante ou apds o repasto.

Uma vez em contato com o hospedeiro, os parasitos podem penetrar através
de descontinuidades na pele ou por mucosas, alcangando a corrente circulatoria. A
partir dai, disseminam-se e invadem diferentes tipos celulares, com predilegdo por
células musculares — especialmente cardiacas e do trato digestério — além de

células do sistema mononuclear fagocitario. No ambiente intracelular, ocorre a
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transformacao em amastigotas, forma arredondada, desprovida de flagelo e adaptada
a multiplicacao no interior da célula hospedeira.

Apos sucessivos ciclos replicativos, essas formas diferenciam-se novamente
em tripomastigotas, que promovem a ruptura da célula infectada, sendo entéo
liberados na corrente sanguinea. Esse processo possibilita tanto a infecgado de novas
células quanto a continuidade do ciclo, caso sejam ingeridos por um novo vetor
durante o repasto sanguineo, assegurando, dessa forma, a manutengdo do ciclo

bioldgico do parasito (Ley et al., 1988).

8. Diferenciagéo em tripo-
mastigota metaciclico no reto.

/ Invertebrado

a 1. Tripomastigota metaciclico nas
¢ fezes do inseto entra no hospedeiro
ﬁ através de ferimentos ou mucosas.

2. Invas@o das células.

Hospedeiro

Ciclo biolégico do

) yutnicacio | Trypanosoma cruzi
(Doenga de Chagas)

7. Multiplicagao
no intestino médio
(fase epimastigota).
6. Diferenciago

em epimastigota
no intestino médio.

(Invasao e
Multiplicagao)

3. Multiplicagdo
intra-celular
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— &
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em tripomastigota
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o tripomastigota sanguineo
ao se alimentar.

Figura 3: Ciclo Biolégico do Trypanosoma cruzi (adaptado de CDC).

Durante a fase aguda da infec¢do (Figura 4), ha uma elevada parasitemia e
disseminacao tecidual do parasito, acompanhadas por uma robusta resposta
imunoldgica. Nesse periodo inicial, observa-se intensa circulagdo de tripomastigotas
no sangue periférico, o que favorece a invaséo de diferentes tipos celulares e a ampla
distribuicdo do agente pelo organismo. Clinicamente, essa fase pode ser
assintomatica ou apresentar sinais inespecificos, como febre prolongada, mal-estar,
linfadenomegalia, hepatomegalia e, em alguns casos, manifestagdes inflamatérias

locais, como o sinal de Romafa ou chagoma de inoculagao.
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Geralmente, o sistema imune do hospedeiro consegue controlar a parasitemia,
mas nao é eficaz em erradicar completamente o parasito, levando a progressao para
a fase crbnica da doenca. Esse controle parcial esta relacionado a ativagdo de
mecanismos imunoldgicos celulares e humorais, com destaque para a atuagéo de
macrofagos, linfécitos T e produgcéo de citocinas inflamatdrias, que reduzem
significativamente a carga parasitaria circulante, porém permitem a persisténcia do
Trypanosoma cruzi em nichos teciduais.

E nesta etapa cronica que podem emergir manifestacdes clinicas severas como
cardiomiopatia chagasica, megaeséfago e megacdlon, que sao complicagdes
emblematicas da doenga de Chagas (Coura & Borges-Pereira, 2010). A fase crbnica
pode permanecer por longos periodos na forma indeterminada, sem sinais clinicos
evidentes, ou evoluir progressivamente para formas determinadas, caracterizadas por
comprometimento cardiaco — incluindo arritmias, insuficiéncia cardiaca e risco de
morte subita — e alteragdes do trato digestério, decorrentes da destruicdo de plexos
nervosos entéricos, resultando em disturbios motores e dilatagbes patoldgicas desses
orgaos.

Infeccao crénica

Forma clinica Formas clinicas cardiaca
assintomatica e/ou digestiva

Parwtttemia e paraatbiono recidusl

N f

Ativacao intensa do Controle imunoldgico da Inflamacao e
patogénese provcadas

pelo parasita

sistema imune replicacao parasitaria

Figura 4: Fases clinicas da doenga de Chagas (adaptado de JUNQUEIRA et
al., 2010).
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Existem medicamentos para o combate ao T. cruzi quando invadem o
hospedeiro e causam a doenca; porém nos deparamos com fator da resisténcia
desses parasitos a essas classes de farmaco (Filardi & Brener, 1987; Austin, et al.,
1999). Ndo ha uma vacina efetiva contra a doenga de Chagas, a preven¢ao primaria
desta doenca se faz basicamente pelo controle do vetor e pela prevencdo da
transmissao transfusional. Uma abordagem utilizada com sucesso no controle da
transmissdo da doenca nas ultimas décadas tem sido a eliminagdo dos vetores
domiciliados através do uso de inseticidas. Isto implica na necessidade de identificar

novos compostos com agao antiparasitaria (Souza et al., 1984).
1.2. Farmaco Benznidazol

No cenario brasileiro, o benznidazol (BZN) consolida-se como a principal
alternativa terapéutica disponivel para o tratamento etioldgico da doenga de Chagas.
Atualmente, o farmaco é produzido e distribuido pelo Laboratério Farmacéutico de
Pernambuco (LAFEPE), ap6s a cessao dos direitos e da tecnologia de fabricagao pela
empresa Roche ao governo brasileiro, tornando-o o recurso central no combate ao
Trypanosoma cruzi. Quimicamente, o benznidazol (Figura 5) apresenta acao direta
contra as formas tripomastigotas circulantes e amastigotas intracelulares, sendo que
sua eficacia clinica é variavel e dependente de fatores como a dosagem administrada,

o tempo de tratamento e a fase em que a doenga se encontra (Maximiano et al., 2010).
O f\

Ny N T
N
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Figura 5: Estrutura molecular de BNZ (Retirado do texto Maximiano et al., 2010)
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Derivado do 2-nitroimidazol, o benznidazol atua como um potente
antiparasitario com atividade comprovada tanto in vifro quanto in vivo. Apds a
administragao por via oral, o composto apresenta uma absorgdo quase integral pelo
trato gastrointestinal, atingindo concentragdes plasmaticas maximas (entre 2,22 e 2,8
pMg/mL) em um intervalo de 2 a 4 horas. No organismo, cerca de 44% do farmaco
circula ligado a proteinas plasmaticas, apresentando uma biotransformacao limitada
e mantendo-se predominantemente em sua forma inalterada. Com uma meia-vida
plasmatica estimada em 12 horas, sua eliminag&o ocorre através da urina e das fezes,
tanto na forma original quanto por meio de seus metabdlitos (Maximiano et al., 2010).

Apesar de sua importancia clinica, a eficacia do benznidazol é frequentemente
limitada, especialmente quando administrado na fase crénica da infecgdo. Na fase
aguda, o farmaco demonstra resultados satisfatorios, com taxas de cura parasitoldgica
que alcangcam aproximadamente 76%. Entretanto, em casos de infecgdo crénica
recente, como observado em populagdes infantis, esse indice de cura declina para
cerca de 55,8%. Além da variacdo na resposta terapéutica, o uso do BZN é
acompanhado por uma série de reagdes adversas que podem comprometer a adesao
ao tratamento. Entre os sintomas mais relatados estdo nauseas, vémitos, tremores,
cefaleia, anorexia, perda de peso e eritemas cutaneos, além do risco de discrasias
sanguineas graves, como a leucopenia (Maximiano et al., 2010).

A seguranga do uso prolongado do benznidazol também é objeto de
preocupagao devido ao seu potencial toxico e mutagénico. Estudos experimentais em
modelos bacterianos e protozoarios confirmaram a mutagenicidade e toxicidade do
composto, levantando questdes sobre riscos carcinogénicos em humanos. Evidéncias
clinicas sugerem uma possivel relagdo entre o uso do farmaco e o surgimento de
neoplasias malignas, especialmente em pacientes chagasicos submetidos a
transplantes cardiacos. Adicionalmente, ensaios com animais, como coelhos
infectados pelo T. cruzi, demonstraram uma alta prevaléncia de linfomas malignos
apos a exposicao ao tratamento com BZN (Maximiano et al., 2010).

Existem medicamentos para o combate ao T. cruzi quando invadem o
hospedeiro e causam a doenca, porém nos deparamos com fator da resisténcia
desses parasitos a essas classes de farmacos, até agora descobertas e usadas para
combaté-los (Filardi & amp; Brener, 1987; Austin, et al., 1999; Campos et al., 2014).
Isto implica na necessidade de identificar novos compostos com acao antiparasitaria.
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1.3. Mecanismo de ag¢ao do Benznidazol

O BZN ¢é ativado enzimaticamente por nitroredutases tripanossémicas tipo |
(NTR) no interior do parasito. Essas enzimas sdo insensiveis ao oxigénio e nao
possuem homologos em mamiferos. Em uma série de reagdes, as NTRs dependentes
de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) catalisam a redugdo do motivo 2
nitroimidazol, formando uma hidroxilamina intermediaria. Essa hidroxilamina é
posteriormente transformada, por vias ndo enzimaticas, em glioxal, um metabdlito
altamente reativo. O glioxal formado € capaz de se ligar covalentemente a proteinas,
DNA/RNA e pequenas moléculas como a glutationa. Esses metabdlitos reativos sao
toxicos para o parasito, resultando em um efeito tripanocida rapido e localizado contra
as formas intra e extracelular do T. cruzi. Estudos recentes sugerem que a producéo
de glioxal pode n&o ser o unico mecanismo citotoxico do BZN. A ligagao covalente de
multiplos metabdlitos reativos a tidis de baixo peso molecular também pode contribuir
para sua agao (Petterson; Wyllie, 2014).

Evidéncias recentes indicam que o BZN age por meio de radicais livres
nitrogenados produzidos por nitro-redutases humanas que induzem modificagbes
covalentes de macromoléculas. Esses radicais livres podem danificar o DNA do
parasito e exercem efeito inibitério na sintese de proteinas e na sintese do acido
ribonucleico em células de T. cruzi. O mecanismo atribuido ao BZN que vem sendo
estudado, é a inibicao da enzima NADH-fumarato redutase, a qual esta presente no
T. cruzi e catalisa a redugao do fumarato gerando succinato (Petterson; Wyllie, 2014).

A fungdo da enzima mencionada é crucial tanto na produgédo de energia do
parasito quanto na remocao de equivalentes redutores. Estudos indicam que, na falta
de fumarato, a enzima pode liberar O2 e que uma inibicao parcial pode permitir que
elétrons se transfiram para o oxigénio molecular, resultando na formagao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (TURRENS et al., 1996; CHRISTMAS; TURRENS, 2000).

A vulnerabilidade dos parasitos as espécies reativas de oxigénio (EROs) esta
frequentemente ligada a insuficiéncia em suas defesas bioquimicas contra os danos
causados por essas espécies (LOCATELI et al., 2004; TURRENS, 2004).

O T. cruzi, em particular, apresenta niveis reduzidos de glutationa e ndo possui
catalase nem glutationa peroxidase, o que o torna excepcionalmente suscetivel ao

ataque das EROs e com capacidade limitada para desintoxificar peroxido de
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hidrogénio (BOVERIS et al., 1980). A defesa antioxidante do T. cruzi é realizada pela
enzima tripationina redutase, uma flavoenzima dependente de NADPH que catalisa a
reducdo do antioxidante tripationina, combatendo o estresse oxidativo intracelular do
parasito. Além disso, o BZN demonstrou efeitos imunomoduladores in vitro, in vivo e
ex vivo, o que pode influenciar a patogénese da DC em humanos (LOCATELI et al.,
2004; TURRENS, 2004).

Em resumo, o BZN representa uma abordagem importante no tratamento da
doenga de Chagas, embora sua eficacia na fase crénica seja limitada e esteja
associada a mecanismos de resisténcia por parte dos parasitos e efeitos toxicos sobre
o hospedeiro. Por isso, outras estratégias envolvendo, a procura na biodiversidade
por produtos naturais bioativos usando bioensaios apropriados € uma alternativa
importante (LOCATELI et al., 2004; TURRENS, 2004).

Dados da literatura descrevem que produtos naturais produzidos por plantas,
fungos ou outros organismos sdo a fonte direta para medicamentos disponiveis
(NOGUEIRA et. al., 2009) entre estes, despontam os peptideos antimicrobianos, e
daremos énfase aos peptideos ciclicos.

1.4. Peptideos antimicrobianos

As plantas superiores desenvolveram uma ampla variedade de mecanismos de
defesa para enfrentar estresses fisicos, quimicos e biologicos. Esses desafios incluem
condicdes como seca, frio, exposicao a metais pesados, poluentes e ataques de
patégenos, incluindo fungos, bactérias e virus. Nesse contexto, tais mecanismos
podem ser classificados em respostas constitutivas e induzidas, envolvendo barreiras
estruturais, como a parede celular e a cuticula, bem como a ativagcdo de vias
metabdlicas responsaveis pela producao de compostos de defesa, como fitoalexinas,
espécies reativas de oxigénio e proteinas especificas (ALTEI et.al., 2019).

As proteinas relacionadas a patogénese (PR) foram inicialmente identificadas
em folhas de tabaco infectadas pelo virus do mosaico do tabaco no inicio dos anos
1970 e posteriormente caracterizadas como proteinas induzidas durante ataques
patogénicos (W. F., 2019). Essas proteinas desempenham papel fundamental na
resposta imune das plantas, atuando tanto diretamente contra os agentes infecciosos
quanto na sinalizagdo e amplificacdo das respostas de defesa (ALTEI et.al., 2019).
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Revisbes recentes destacam pelo menos 17 familias de proteinas PR com
propriedades defensivas variadas, incluindo atividades antibacterianas, antifungicas,
antivirais, antioxidantes, quitinase e inibidoras de proteinase (ALTEl et.al., 2019). Além
disso, muitas dessas proteinas estdo associadas a resisténcia sistémica adquirida
(RSA), um mecanismo pelo qual a planta desenvolve uma resposta de defesa mais
rapida e eficiente apds uma infeccdo inicial, conferindo maior capacidade de
resisténcia a ataques subsequentes por diferentes patdgenos (ALTEI et.al., 2019).

Em resposta a infecgdes por diversos patdégenos, as plantas regulam
positivamente genes associados a resisténcia sistémica adquirida (ALTEI et.al., 2019).

A defesa geral é mediada pela liberagdo de metabdlitos secundarios, como
fitoalexinas, taninos e compostos polifendlicos, além da sintese de proteinas
relacionadas a patogénese (PR) (ALTEI et.al., 2019).

Os peptideos antimicrobianos (AMPs), representados na Figura 6, constituem
componente essencial da imunidade inata, funcionando como moléculas efetoras de
resposta rapida frente a microrganismos invasores. Em sua maioria, consistem em
cadeias lineares curtas, anfipaticas e positivamente carregadas, caracteristicas que
facilitam sua interagdo com as membranas biolégicas dos patdégenos. Amplamente
distribuidos em insetos, animais e plantas, os AMPs revelam forte conservagao ao
longo da evolugao (ALTEI et al., 2019).

Composicdo de
aminoacidos

Dominios

Estrutura
tridimensional

Tamanho

Hidrofobicidade % T
Anfipaticidade

Figura 6: Caracteristicas comuns de peptideos antimicrobianos (AMP) de plantas

(Corréa et al., 2019).
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As bactérias produzem peptideos policiclicos, como os lantibidticos, enquanto
todos os principais grupos bioldgicos sintetizam peptideos circulares, incluindo as
bacteriocinas bacterianas, ciclotideos vegetais e B-defensinas animais. Nos vegetais,
os AMPs frequentemente apresentam elevada concentragao de residuos de cisteina,
o que favorece a formagao de multiplas pontes dissulfeto — geralmente variando entre
duas e seis — responsaveis por conferir elevada estabilidade estrutural, resisténcia a
degradagao proteolitica e manutencao da atividade biolégica em diferentes condigdes
ambientais (ALTEI et.al., 2019).

Além de sua acao direta, que envolve a desestabilizacdo de membranas
celulares, formacao de poros e interferéncia em processos metabdlicos essenciais dos
patdgenos, os AMPs também podem atuar como moléculas sinalizadoras,
participando da modulagao de vias de defesa e da amplificagdo da resposta imune
vegetal. Dessa forma, esses peptideos desempenham papel estratégico na protegao
contra uma ampla gama de agentes infecciosos, incluindo bactérias, fungos e virus,
contribuindo significativamente para a sobrevivéncia e adaptagdo das plantas em
ambientes adversos (ALTEI et.al., 2019).

Os AMPs vegetais compartilham varias caracteristicas com seus analogos em
micrébios, insetos e animais. Estes incluem suas formas moleculares distintas, carga
positiva e natureza anfipatica - todas relacionadas aos seus papéis defensivos
primarios contra fungos, bactérias e virus na membrana. Além da riqueza em cisteina,
essas caracteristicas sdo exemplificadas pelas familias tioninas e defensinas vegetais
(ALTEI et.al., 2019).

A classificagao das familias de AMPs vegetais baseia-se principalmente nos
motivos cisteinicos caracteristicos que exibem um padrao definido com um numero
especifico de residuos n&o-cisteinicos entre as cisteinas adjacentes. Atualmente
existem mais de mil AMPs isolados de um numero restrito de espécies vegetais e
espera-se que esse numero cresga com futuras descobertas (ALTEI et.al., 2019).

A descoberta da gramicidina S, também conhecida como Gramicidina
Soviética, em 1944, por Georgii Gause e Maria Brazhnikova, marcou um momento
decisivo na evolugao dos peptideos ciclicos (GAUSE; BRAZHNIKOVA, 1944). Este
peptideo, identificado durante a Segunda Guerra Mundial, foi rapidamente
incorporado como um antibidtico de relevancia no tratamento de soldados feridos.
Desde entdo, diversos peptideos ciclicos passaram a ser descritos na literatura
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cientifica, muitos dos quais mantém aplicacao terapéutica até a atualidade. Entre
esses compostos destacam-se a calcitonina, a octreotida, a ciclosporina A, a nisina, a
polimixina, a colistina, a gomesina, o ziconotideo e a didemina, evidenciando a
diversidade estrutural e funcional desse grupo de moléculas bioativas (HAMLEY,
2015; LEE; KIM, 2015).

Os ciclotideos sao peptideos encontrados em diversas espécies de plantas
como, por exemplo, a familia Rubiaceae, e que apresentam estruturas peculiares, pois
possuem conformacado circular, possuem varias atividades como uterotdnica,
antimicrobiana, antihelmintica, moluscicida, antitumoral, entre outros, mostrando seu
grande espectro de agao (ALTEI et.al., 2019).

Encontramos quatro topologias para a ciclizagado destes peptideos: Cabecga-
cauda; ligacao por meio das cadeias laterais; ligagdo cadeia lateral-cabega; ou cadeia
lateral-cauda (PINTO, et. al. 2013). Deve-se considerar que a estrutura tem relagao
direta com a atividade do composto em estudo; assim os peptideos desempenham
seus papéis dependendo da composicao e sequéncia dos aminoacidos que o formam,
bem como, da sua disposi¢ao espacial (ALTEI et.al., 2019).

Os AMPs podem ser classificados de algumas diferentes formas, como aqueles
que possuem ou nao pontes dissulfeto. Os peptideos mais amplamente
caracterizados sao aqueles que as possuem, sendo possivel observar a presenca de
cisteinas em numero par (4, 6 ou 8) interconectadas formando pontes dissulfeto 6 e
que confere alta estabilidade estrutural a condigcbes fisico-quimicas extremas
(Broekaert et al., 1997; Campos et al., 2018). Com base na presenga ou auséncia dos
dois principais elementos da estrutura secundaria a-hélices e folhas 3, os AMPs sao
divididos em algumas classes principais: (i) peptideos contendo a-hélices (magainina,
cecropina e catelicidina); (ii) peptideos de estruturas lineares estendidas (desprovidas
de elementos a ou B, mas tipicamente ricas em um aminoacido especifico, como Gly,
Arg, Trp ou Pro) (indolicidinas); (iii) peptideos contendo folhas B, frequentemente
estabilizadas com uma ou mais pontes dissulfeto (a-defensina 1 de humanos); (iv)
peptideos envolvendo a-hélices e folhas B (defensinas de humanos, mamiferos,
invertebrados e plantas); e (v) podem ainda apresentar uma configuracéo ciclica

(ciclotideos) (Figura 1) (Nguyen et al., 2011; Mojsoska e Jenssen, 2015; Wang, 2015).
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Figura 7: Representagcdo esquematica das principais classes estruturais de
peptideos incluindo: (A) Peptideos que apresentam uma conformacéo a-hélices na
presencga de micelas. (B) Peptideos de estruturas estendidas. (C) Peptideos contendo
folha B (sé@o tipicamente estabilizados por pontes dissulfeto). (D) Peptideos contendo
a-hélices e folha B. (E) Peptideos que apresentam configuracao ciclica. (a-hélices
(laranja), folhas B (verde) e pontes dissulfeto (amarelo). (Adaptada de Koehbach e
Craik, 2019).

Ha, genericamente, peptideos ditos lineares e ciclicos. A aplicagdo de
peptideos lineares como farmacos é potencialmente limitada, pois sao susceptiveis a
clivagem proteolitica, possuem pobre farmacocinética e pouca biodisponibilidade
(PINTO, et. al. 2013). Tais limitagbes ndao s&o observadas nos peptideos ciclicos, o
que os fazem atrativos nos estudos de bioprospeccdo. A interessante topologia do
anel cativou a imaginagdo dos quimicos por muitos anos, os quais relacionam os
peptideos ciclicos a outros macrociclos bioativos, sendo os primeiros de particular
importancia devido a sua estabilidade as proteases o que explicaria seu melhor
potencial terapéutico (PINTO, et. al. 2013). Isolar, extrair, elucidar e investigar as

atividades inerentes a essas moléculas € de grande relevancia para a bioprospecg¢ao
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de produtos naturais (PINTO, et. al. 2013). Nas plantas as descobertas desses
peptideos sao limitadas a determinados taxons, sendo que os estudos descrevem a
ocorréncia, composigao quimica e fungao de peptideos sdo cada vez mais frequentes.

Nosso foco de investigagao cientifica incide sobre os peptideos ciclicos (PC)
de pequena dimensao, derivados de fontes botanicas, especificamente das sementes
e polen da planta Ricinus communis. A quimica dos peptideos ciclicos € um campo
de estudo cativante, repleto de desafios intrigantes que demandam solugéo para que
possamos entender completamente sua estrutura e mecanismo de acdo. Estes
compostos, encontrados em um numero limitado de espécies vegetais, despertam
grande interesse na industria farmacéutica devido ao seu vasto leque de atividades
biolégicas e ao seu potencial como protétipos para o desenvolvimento de novos
medicamentos (ALTEI et.al., 2019).

1.5. Mecanismo de agao do peptideo ciclico

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) catidnicos desempenham um papel
antibacteriano crucial ao interagir com as membranas bacterianas negativamente
carregadas, aumentando assim a permeabilidade da membrana, conforme ¢é indicado
na figura 8, o que resulta na lise celular e liberagdo do conteudo intracelular.
Aproximando-se da membrana citoplasmatica através de interagdes eletrostaticas
com a membrana microbiana, os AMPs aderem e interagem com componentes
anidnicos da membrana plasmatica. Antes dessa etapa, os AMPs devem transpor o
polissacarideo capsular e outros elementos da parede celular, como o LPS em
bactérias Gram-negativas e acido lipoteicdico e peptidoglicano em bactérias Gram-
positivas (LEY, V.; ANDREWS, N. W.; ROBBINS, E. S.; NUSSENZWEIG, V. et al.,
1988).

A mudanca conformacional dos AMPs e a relagao peptideo-lipidio sao fatores
determinantes na interagdo. Pesquisas indicam que os AMPs a-helicoidais se ligam a
membrana lipidica anibnica e alteram sua estrutura desorganizada em solugao
aquosa para uma estrutura a-helicoidal anfifilica, otimizando a interacdo com a
membrana. Em contraste, os peptideos folhas  mantém sua conformacgao estavel

devido as pontes dissulfeto robustas durante a interagdo com a membrana.
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A proporcao peptideo-lipidio € outro aspecto critico que influencia a interacéo
dos AMPs com a membrana celular. Em baixas proporcoes peptideo-lipidio, os AMPs
se alinham paralelamente a superficie da membrana plasmatica. A medida que essa
proporcdo aumenta, os AMPs se orientam verticalmente e penetram no nucleo
hidrofébico da membrana. Isso leva a permeabilizacdo da membrana e ao
subsequente vazamento de ions intracelulares e metabdlitos, culminando na morte
celular (LEY, V.; ANDREWS, N. W.; ROBBINS, E. S.; NUSSENZWEIG, V. et al,
1988).

Modelos hipotéticos explicam a formagao de poros na membrana incluem o
modelo de aduela de barril, poro toroidal, carpete e agregado. No modelo barrel-stave,
o aumento na quantidade de AMPs ligados a membrana promove agregacgao e
transformacdo conformacional. Isso resulta no deslocamento local dos grupos
fosfolipidios e no afinamento da membrana (LEY, V.; ANDREWS, N. W.; ROBBINS,
E. S.; NUSSENZWEIG, V. et al., 1988).

Durante a penetracdo na bicamada fosfolipidica, as regides hidrofébicas dos
peptideos a-helicoidais e folhas [ se aproximam das regides hidrofébicas dos
fosfolipidios da membrana. As regides hidrofilicas das hélices peptidicas ficam
voltadas para dentro, formando um lumen central com varias moléculas helicoidais
dispostas paralelamente (LEY, V.; ANDREWS, N. W.; ROBBINS, E. S,
NUSSENZWEIG, V., 1988).

Interagdo com a membrana Lise osmética
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Figura 8: Mecanismo de agédo dos peptideos microbianos (elabora por inteligéncia
artificial, levando em consideragéo o texto explicativo da tese, 2026).
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1.6. Peptideo ciclico de mamona (RCB-4)

Os peptideos ciclicos, devido a sua rigidez conformacional, apresentam
diversas propriedades vantajosas em comparagdo com peptideos lineares. Essa
rigidez desempenha um papel crucial na interagdo com receptores celulares, cujos
sitios de ligagcdo possuem complementaridade estrutural com essas moléculas,
favorecendo um ajuste mais preciso entre o peptideo e o receptor. Como
consequéncia, observa-se aumento da afinidade e da seletividade pela molécula-alvo.
Além disso, a conformacao ciclica contribui para maior estabilidade estrutural,
reduzindo a suscetibilidade a degradacgao por hidrélise enzimatica (TAGUCHI; SUGA,
2021; DOUGHERTY et al., 2024; Jl et al., 2024).

A rigidez conferida pela ciclizag&o dos peptideos permite a manutengédo de uma
conformacgéo estrutural especifica, otimizando a interagdo com seus alvos bioldgicos.
Esse processo pode reduzir a polaridade do composto, favorecendo a permeabilidade
através da membrana celular e, consequentemente, facilitando a absorg¢ao passiva no
trato gastrointestinal. Além disso, a rigidez estrutural influencia diretamente a
seletividade, uma vez que peptideos ciclicos podem ser projetados para se encaixar
de maneira altamente especifica em determinados receptores, minimizando
interagdes indesejadas com outros alvos. Essa caracteristica € particularmente
relevante em aplicagdes terapéuticas, nas quais a alta seletividade contribui para a
reducdo de efeitos adversos. Adicionalmente, a conformagéo ciclica protege os
peptideos contra a degradacédo enzimatica, aumentando sua estabilidade. Dessa
forma, a rigidez conformacional contribui significativamente para a eficacia desses
compostos em interacbes com receptores celulares, destacando seu potencial em
aplicacdes terapéuticas e diagnosticas (TAGUCHI; SUGA, 2021; DOUGHERTY et al.,
2024; Jl et al., 2024).

Em vista dos aspectos mencionados, surgiu o interesse em explorar as fragoes
da mamona (Ricinus communis). Conforme estudo preliminar realizado por Galossi-
de-Souza, F. em 2024, uma fragdo proteica de baixo peso molecular (MM < 10 kDA)
extraida das sementes da Ricinus communis demonstrou inibir o crescimento dos
parasitos T. cruzi em 50%, tanto no ambiente intracelular quanto extracelular. Neste
estudo, os componentes dessa fracdo foram isolados e seus efeitos sobre o T. cruzi
foram avaliados. A determinacao da estrutura desses compostos e a compreensao do
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seu mecanismo de acdo sao passos fundamentais para o desenvolvimento de

estratégias eficazes contra esses parasitos.
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Figura 9: Sequéncia do RCB-4, obtida por espectrometria de massas. (A)
Predigao da estrutura secundaria; (B) Predigdo da estrutura 3D. (Imagem tirada

da tese de doutorado de Galossi-de-Souza, F., 2024).

1.7. Terapia de combinagao

A terapia combinada é uma estratégia promissora para otimizar a eficacia dos
medicamentos. Ela envolve a administracdo simultdnea de pelo menos dois
compostos que atuam em diferentes alvos celulares e vias metabdlicas. Essa
abordagem oferece vantagens significativas, como a: redugdo de concentracdes e
doses onde a combinagdo de medicamentos permitem reduzir as concentragoes
individuais, minimizando assim os efeitos toxicos; seguindo com a minimizacao da
resisténcia que ao atuar em multiplos alvos, a terapia combinada pode diminuir o risco
de desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos e, por fim, a sinergia de efeitos
onde a interagao entre os compostos podem potencializar seus efeitos, resultando em
melhores resultados clinicos. Um exemplo relevante é a terapia combinada no
tratamento da infecgéo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Nesse caso, a
combinacgao de diferentes antirretrovirais € mais eficaz do que o uso isolado de um
unico medicamento (FIVELMAN; ADAGU; WARHURST, 2004).

A pesquisa de compostos tripanocidas voltados ao combate da doenca de
Chagas tem recebido crescente atencao. Nesse contexto, a combinagao de diferentes

agentes terapéuticos tem se mostrado uma estratégia promissora, uma vez que pode
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aumentar a eficacia do tratamento, reduzir a toxicidade associada as altas doses e

minimizar o desenvolvimento de resisténcia parasitaria (FREIRE et al., 2024).

2. OBJETIVO

Avaliar o efeito sinérgico do farmaco benznidazol combinado com o peptideo
ciclico RCB-4, isolado de sementes de Ricinus communis, no combate ao protozoario

Trypanosoma cruzi.

2.1. Objetivos Especificos

A- Observar a concentracio inibitoria separadamente do Peptideo RCB-4 natural
e obtido por sintese no estado solido e do Farmaco benznidazol sob o
desenvolvimento dos parasitos, in vitro;

B- B- Associar o peptideo ciclico RCB-4 ao farmaco benznidazol em ensaios de
citotoxicidade utilizando células LLC-MK2;

C- C- Avaliar a acao do peptideo ciclico RCB-4 associado ao farmaco benznidazol

sobre o parasito Trypanosoma cruzi.
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3.0. MATERIAL E METODOS

3.1. Diagrama
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Figura 10: Diagrama (DUARTE, 2026).

3.2. Obtencao das sementes

As sementes de Ricinus communis foram fornecidas pela “Empresa Brasileira

de Pesquisa e Agricultura (Embrapa)” — Campinas, S&o Paulo.

3.3. Extracao de peptideos da semente de Ricinus communis

A extracédo foi realizada segundo o protocolo descrito por Craik et. Al. (2012).
As sementes foram abertas, descascadas e somente o cotilédone foi utilizado. Um
total de 200g foi macerada com auxilio de um cadinho e um pistilo, de forma seca até
a transformacgao deste em uma massa bruta oleaginosa.

Em seguida foi adicionado o composto quimico Hexano em uma proporgéo de
1:5 até cobrir toda a massa. O mesmo volume de diclorometano foi adicionado e
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deixado sob agitagdo por 12 horas em temperatura ambiente. Em seguida
disponibilizamos as amostras em tubos de plastico tipo Falcon TPP (50mL).

Os tubos, contendo cerca de 20 mL foram centrifugados a 14.000 x g por 30
min e a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, submetido ao processo da centrifugagao.
Disponibilizamos o farelo resultante em um papel absorvente, levamos para a estufa
por 24h até formar uma massa mais consistente. O volume final foi armazenado em

geladeira a 4° C.

3.4. Cromatografia de exclusao molecular

O extrato proteico (1 mL) obtido foi submetido a cromatografia de filtracdo em
gel (exclusado por tamanho), utilizando resina Sephadex G-50 previamente equilibrada
em TFA 0,1%, conforme descrito por Porath e Flodin (1959). As amostras foram
eluidas com TFA 0,1%, sob fluxo de 1,0 mL/min, com coleta de fragdes de 1,0 mL,
sendo o monitoramento realizado a 220 nm. A fragcdo correspondente a massa
molecular inferior a 10.000 Dalton (FBPM) foi submetida a uma nova etapa de
cromatografia de filtragcdo em gel, utilizando resina Sephadex G-10 equilibrada em
TFA 0,1%, seguindo o mesmo principio metodoldgico descrito por Andrews (1964). As
amostras foram eluidas nas mesmas condi¢des (fluxo de 1,0 mL/min), monitoradas a

220 nm, com coleta de fracbes de 1,0 mL.

3.5. Cromatografia de fase reversa utilizando sistema de alta eficiéncia (HPLC)

A fragao de baixo peso molecular (MW < 10 kDa) foi submetida a um novo
processo de purificagado por cromatografia liquida de fase reversa (coluna C18),
técnica baseada na interacao hidrofébica entre os analitos e a fase estacionaria
apolar, conforme descrito por Horvath et al., (1967). Foram utilizadas como fase
movel A (H,O + TFA 0,1%) e fase movel B (H,O + TFA 0,1% + ACN 80%), sistema
amplamente empregado para separacgao de peptideos devido a capacidade do
acetonitrilo em modular a elui¢do conforme a hidrofobicidade das moléculas,
conforme discutido por Snyder e Kirkland (1979).

Os peptideos isolados foram concentrados em centrifuga a vacuo (SpeedVac,
Savant — Modelo SC1110), procedimento recomendado para remogao de solventes

volateis sem degradagédo dos compostos, conforme principios descritos por Scopes
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(1994), e posteriormente armazenados para analises futuras. Durante a eluigao, foi
empregado um gradiente de solventes, estratégia fundamental na RP-HPLC para
promover a separagao eficiente de compostos com diferentes graus de
hidrofobicidade.

Tempo (min.) Concentracio de B
(%)

0.01 0

10.00 0

25.00 15

50.00 100

52.00 100

55.00 0

60.00 Interrupgao

Tabela 1: Gradiente de eluicdo conforme descrito por Galossi-de-Souza, F., 2022).
3.6. Dosagem de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi feita pelo
método de BCA - Acido Bicinconinico (Smith et al., 1985), sendo utilizada a BSA
(albumina sérica bovina) como padrdo. As leituras foram realizadas em um

espectrofotometro modelo UV-VIS Spectrophotometer Shimadzu, a A595nm.
3.7. Ensaio antitrypanosomal in vitro

Parasitos epimastigotas de T. cruzi (1 x 106) foram adicionados nos frascos de
cultura contendo LIT suplementado com FBS.Foram adicionados 10 pg/mL dos

compostos peptideo ciclico e farmaco (Benznidazol) e os parasitos foram
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quantificados a cada 24 h até 96 h de tratamento. A quantificacdo dos parasitos foi
realizada em uma camara de Neubauer em triplicata. Os parasitos foram tratados
também em diferentes concentragdes (5, 10 15 e 20 pg/mL) do peptideo ciclico e
farmaco (Benznidazol). Os resultados foram mostrados como a porcentagem de
crescimento do parasito em diferentes concentracbes dos compostos peptidicos em
um periodo de tratamento distinto.

Para calcular a porcentagem de crescimento do parasito o numero de parasitos
do controle n&o tratado foi ajustado para 100% e os valores dos parasitos tratados
com concentragdes distintas dos compostos foram derivados proporcionalmente.

Para os calculos da concentragao que inibe o crescimento do parasito em 50%
(IC50), a porcentagem de crescimento do parasito foi plotada em fungdo da
concentragdo utilizada dos compostos e uma curva de regressdo n&o linear foi
calculada. As analises de regressao foram realizadas usando o software Sigma Plot
8.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL, EUA). Eventualmente, nos tempos de
tratamento mais longos o numero IC50 foi extrapolado com base nas curvas de
regressao calculadas com Sigma Plot 8.0 software (Systat Software Inc., Chicago, IL,
EUA).

Os resultados dos calculos de IC50 foram apresentados como média + SD de

trés réplicas biolégicas independentes.
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4.0 RESULTADOS

4.1. Cromatografia de filtragdo em gel

Apos realizar a cromatografia em Sephadex G-50, obtivemos trés fragdes proteicas
(figura 11): Fracédo 1, foram coletadas nos tubos 21 ao 44, resultando na fragao de
massa molecular (MM)> 35 kDa, enriquecida em ricina; Frag&o 2, foram coletadas nos
tubos 45 ao 65, resultando na fragdo 35 >MM> 10 kDa, regi&o onde se encontram as
albuminas 2S; e Fragao 3, foram coletadas nos tubos 65 ao 95, resultando na fragao

de massa molecular. A fragdo FBPM foi armazenada para futuras pesquisas.

FBPM

Ricina

Albumina 2s

Abs 220 nm

0 20 40 60 80 100

Figura 11: Perfil cromatografico da filtragdo do estado proteico de sementes de

Ricinus communis em gel
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4.2. Quantificagao Proteica

Empregamos o método BCA e acurva padrao € apresentada na Figura 12. O
teor de proteinas na FBPM foi de 12,68 ug em 10 yL de amostra empregada no ensaio.
Como o volume total da FBPM foi de 30 mL recuperamos aproximadamente 36 mg de

proteina.
2
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Figura 12: Dosagem de proteinas pelo método BCA - Curva padrdo empregando

albumina sérica bovina.
4.3. Isolamento dos componentes (FBPM) por HPLC

A cromatografia em fase reversa de alta eficiéncia (HPLC) da fragdo de baixo
peso molecular (FBPM), obtida ap6s cromatografia de exclusdo molecular, permitiu a
separacgao eficiente dos componentes presentes na amostra. O perfil cromatografico
obtido, monitorado a 220 nm em coluna C18 com gradiente de eluigdo (fase movel A:
TFA 0,1 % e fase mével B: TFA 0,1 % + 80 % acetonitrila), € apresentado na Figura
13.

Observou-se a eluicdo de um pico majoritario e afiado em aproximadamente 8
minutos, correspondente a ricinina, um alcaloide n&o proteico abundantemente

presente nas sementes de Ricinus communis. Em seguida, detectou-se um pico bem
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definido em torno de 33 minutos, o qual foi identificado como o peptideo ciclico RCB-
4. As fragcdes correspondentes a este pico foram coletadas manualmente,
concentradas em SpeedVac e armazenadas a —20 °C para utilizacdo nos ensaios
bioldgicos subsequentes.

Este resultado demonstra a eficiéncia da purificagdo por HPLC, permitindo a
separacgao nitida entre a ricinina e o peptideo de interesse com base nas diferencas
de hidrofobicidade dos compostos, e confirma a obtencdo de RCB-4 em grau de
pureza adequado para os testes de atividade tripanocida.

Abs 220 nm

1.750
1.500
1.250
Ricinina
1.000
0.750
0.600
| Peptideo

0.500

0.250

0.0 5.0 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 min

Figura 13: Perfil cromatografico de isolamento dos peptideos da FBMM - coluna
C18 - (eluicdo fase movel A:TFA 0,1% e B: TFA 0,1% + 80% ACN)

4.4 Efeito tripanocida

A Figura 14 apresenta os resultados da atividade tripanocida obtidos quando
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Dm28c) foram incubadas na
presencga do benznidazol (BZN), do peptideo RCB-4 natural (RCB-4 N) e do peptideo
RCB-4 obtido por sintese em fase sélida (RCB-4 S), utilizados isoladamente ou em
associagao (BZN + RCB-4). Os ensaios foram realizados nas concentragdes de 5, 10e
20 ug/mL para o peptideo (natural e sintético) e nas concentragdes de 25, 50 e 100
pg/mL para o BZN.

Observou-se uma reducido dose-dependente do crescimento parasitario em

todos os tratamentos testados. Na Figura 14A, o BZN na concentragéo de 25 ug/mL

42



reduziu o crescimento do parasito entre 20 % e 50 % apds 96 horas de incubagao.
Nessas mesmas condic¢oes, o peptideo RCB-4 (N ou S), na concentracéo de 5 pg/mL,
promoveu redugéo de aproximadamente 30 %. A combinagao BZN (25 pg/mL) + RCB-
4 (5 pg/mL) evidenciou potencializagdo da agao tripanocida, especialmente evidente
nos tempos iniciais de incubagao (até 48 horas).

Na Figura 14B, o BZN a 50 pg/mL isolado inibiu o crescimento em cerca de
60%, enquanto o peptideo RCB-4 (N ou S) a 10 pg/mL reduziu o crescimento em
aproximadamente 40 % apos 96 horas. Um claro efeito sinérgico foi observado ja nas
primeiras 24 horas de incubagao, quando a associagao BZN (50 ug/mL) + RCB-4 (10
Mg/mL) resultou em reducéo de 15 %, superior aos 10 % obtidos com o BZN isolado.

Em concentragdes elevadas (BZN a 100 ug/mL e peptideo RCB-4 a 20 ug/mL),
observou-se inibicdo do crescimento parasitario superior a 80% para o BZN e
aproximadamente 40% para o peptideo. Contudo, tais niveis estdo associados a maior
potencial de citotoxicidade, evidenciando a vantagem das combinagbes em menores
doses, nas quais o efeito sinérgico promove maior eficacia antiparasitaria com

reducdo da quantidade de cada composto.
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Figura 14: Teste de toxicidade sobre as formas epimastigota do parasito T. cruzi,
utilizando o peptideo RCB-4 sintético (S) e natural (N) e o farmaco BENZNIDAZOL
(BNZ).

5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito sinérgico do
farmaco benznidazol em associacdo com o peptideo ciclico RCB-4 (nas formas
natural e sintética), isolado das sementes de Ricinus communis L., sobre formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Dm28c) in vitro. Conforme proposto na
pergunta de pesquisa, os resultados obtidos confirmam que o peptideo RCB-4 exerce,

um potencial, efeito sinérgico com o benznidazol.
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Especificamente, as associagbes BZN (25 ug/mL) + RCB-4 (5 yg/mL) e BZN
(50 pg/mL) + RCB-4 (10 ug/mL) promoveram maior inibicao do crescimento parasitario
quando comparadas ao uso isolado de cada composto, com destaque para os tempos
iniciais de incubacao (24 e 48 horas). Esses achados demonstram que a combinagao
permite alcangar maior eficacia antiparasitaria com doses menores de cada agente,
atendendo diretamente a limitagao central do benznidazol — sua elevada toxicidade
e reduzida eficacia em doses terapéuticas convencionais.

O trabalho de Galossi-de-Souza, F. et al. (2024) mostra o isolamento e a
caracterizacado do peptideo ciclico RCB-4, principal componente da fragdo de baixa
massa molecular extraida das sementes de Ricinus communis e confirma sua
atividade antiparasitaria frente ao T. cruzi. O mesmo trabalho, também demonstra a
dose segura de uso do peptideo RCB-4 sobre as células hospedeiras LLC-MK2, que
e de 15 pg/mL. Os resultados do presente estudo corroboram e ampliam esses
achados. Como ilustrado na Figura 14, tanto o RCB-4 (natural e sintético) quanto o
benznidazol promoveram reducdo dose- e tempo-dependente do crescimento das
formas epimastigotas de T. cruzi.

Resultados semelhantes tém sido relatados em estudos que avaliam terapias
combinadas para a Doenga de Chagas, nos quais a associagdo de moléculas com
diferentes mecanismos de acao contribui para o aumento da eficacia terapéutica e
para a redugao da toxicidade. Martins et al. (2015) demonstraram que a combinagao
benznidazol/itraconazol foi quatro vezes mais efetiva que cada droga isolada, com
reducao significativa do numero de dias de tratamento. De forma semelhante, Mazzeti
et al. (2021) evidenciaram que a terapia combinada usando compostos nitro melhora
a eficacia do tratamento experimental da doenga de Chagas.

Gonzalez et al. (2023) reportaram que tratamentos combinados de curta
duragdo podem ser eficazes contra a doenga de Chagas cronica experimental.
Estudos com peptideos antimicrobianos também demonstraram potencial sinérgico:
Fieck et al. (2010) evidenciaram citotoxicidade sinérgica de multiplos peptideos
antimicrobianos anfipaticos contra T. cruzi, enquanto Adade et al. (2013) e Souza et
al. (2016) demonstraram que peptideos como melitina e temporizina apresentam forte
atividade tripanocida com baixa toxicidade para células hospedeiras. Ribeiro et al.

(2023) destacaram o potencial terapéutico de peptideos ciclicos como agentes
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antiparasitarios, reforcando a relevancia de moléculas com estrutura ciclica, como o
RCB-4, no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Esses achados corroboram os resultados do presente estudo e reforcam a
importancia da investigagédo de terapias combinadas envolvendo peptideos bioativos
e farmacos convencionais como estratégia promissora para otimizar o tratamento da
doencga de Chagas.

Assim, os resultados do presente estudo demonstram que o peptideo ciclico
RCB-4, isolado das sementes de Ricinus communis L., atua em sinergismo com o
benznidazol, mostrando potencial atividade tripanocida contra formas epimastigotas
de Trypanosoma cruzi (cepa Dm28c) in vitro. Essa combinagao permitiu maior inibigao
parasitaria com doses menores de cada composto, ao mesmo tempo em que manteve
baixa citotoxicidade sobre as células hospedeiras LLC-MK2.

Tais achados representam uma contribuicdo para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas contra a doenga de Chagas, ao evidenciar o potencial de um
peptideo ciclico vegetal como adjuvante ao benznidazol — principal farmaco
disponivel atualmente. O presente trabalho abre perspectivas para estudos futuros,
incluindo a elucidacdo dos mecanismos de acdo da associacdo, avaliacbes em
modelos in vivo e ensaios de toxicidade crdnica, com o objetivo de avangar rumo a

uma terapia mais eficaz e segura para a tripanossomiase americana.

6. CONCLUSOES

Os dados apresentados fornecem evidéncias de que a combinacéo do peptideo
RCB-4 com o Benznidazol constitui uma possivel estratégia terapéutica inovadora e
promissora. O sinergismo observado reforga o potencial de peptideos bioativos como
adjuvantes no tratamento da Doenga de Chagas, abrindo novos caminhos para o
desenvolvimento de regimes terapéuticos mais eficazes, seguros e que possam, em
ultima analise, melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados por esta doenca
negligenciada.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos no presente estudo abrem diversas perspectivas
promissoras para o avango do peptideo ciclico RCB-4 como adjuvante terapéutico na
doenca de Chagas. A demonstragdo de sinergismo com o benznidazol em doses
reduzidas, associada a baixa citotoxicidade sobre células hospedeiras LLC-MK2,
indica que essa combinag&o pode constituir uma estratégia viavel para superar as
limitagcdes atuais do tratamento convencional, permitindo maior eficacia antiparasitaria
com menor toxicidade.

Dentre as proximas etapas recomendadas, destacam-se a elucidagdao dos
mecanismos de ac¢do da associagdo, a natureza exata do sinergismo com o
benznidazol, utilizando técnicas como microscopia de fluorescéncia, analise de
espécies reativas de oxigénio e abordagens transcriptomicas. Além disso, é
fundamental avaliar a eficacia da combinacao contra as diferentes formas do parasito,
especialmente tripomastigotas sanguineas e amastigotas intracelulares, em modelos
de infecgdo celular. Estudos in vivo, incluindo ensaios de eficacia terapéutica,
farmacocinética, biodistribui¢ao e toxicidade aguda e subcrénica em modelos murinos
de infecgdo aguda e cronica por T. cruzi, serdo essenciais para validar o potencial
clinico da associacao. Paralelamente, o desenvolvimento de formulacées avancgadas,
como nanoparticulas ou sistemas de liberacdo controlada, podera melhorar a
estabilidade, biodisponibilidade e seletividade do peptideo, ao mesmo tempo em que
se avanga no escalonamento da sintese do RCB-4. Por fim, a ampliacdo do espectro
de acao do peptideo, investigando sua atividade contra cepas resistentes ao
benznidazol e contra outros protozoarios de importancia médica, como Toxoplasma
gondii, podera consolidar seu valor biotecnologico.

A continuidade dessas investigagdes podera posicionar o RCB-4 como uma
molécula candidata ao desenvolvimento de novos protocolos terapéuticos mais
eficazes e seguros, representando uma contribuicdo significativa para o
enfrentamento da doenga de Chagas, uma das principais doengas tropicais

negligenciadas no mundo.
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