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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca negligenciada de alta incidéncia no Brasil,
especialmente na regido Norte, onde persistem falhas terapéuticas e casos de resisténcia aos
antimoniais pentavalentes, padrdo preconizado pelo Ministério da Saude. Esse cenério
evidencia a urgéncia na busca por novas moléculas terapéuticas, mais eficazes e menos
téxicas. Neste trabalho, foi avaliado o potencial anti-leishmanicida e imunomodulador da
Crotapotina, subunidade acida e ndo toxica da crotoxina do veneno de Crotalus durissus
terrificus, por meio de abordagens in silico, in vitro e ensaios imunolégicos. As analises in
silico revelaram forte interacdo da Crotapotina com a Tripanotiona redutase de Leishmania
braziliensis (AH médio de —15 kcal/mol) e estabilidade conformacional ao longo de 100 ns de
dindmica molecular. Os ensaios in vitro demonstraram inibicdo moderada da enzima
recombinante (41% a 150 pg/mL; ICs, = 223,5 pM) e baixa eficacia sobre amastigotas
axénicas de L. amazonensis (41% de inibi¢cdo). Por outro lado, os estudos imunolégicos em
PBMC humanos evidenciaram auséncia de citotoxicidade (até 96 h), nenhuma inducdo
significativa de espécies reativas de oxigénio (ROS) e baixos niveis de liberacdo de LDH.
Notavelmente, a Crotapotina modulou a resposta imune, com liberagéo precoce de IL-18 (1—
2 h) e aumento sustentado de IL-10 a partir de 24 h, com pico em 48 h, sugerindo uma acgao
pleiotropica. Apesar da eficacia direta limitada contra o parasito, os dados obtidos indicam que
a Crotapotina apresenta potencial imunomodulador relevante e merece ser explorada em
modelos experimentais mais complexos como candidata a adjuvante ou prototipo terapéutico

para leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmanioses; docagem molecular; PBMC; inibigdo; imunomodulacao.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease with high incidence in Brazil, particularly in the
Northern region, where therapeutic failures and resistance to pentavalent antimonials—
standard treatment recommended by the Ministry of Health—remain significant challenges.
This scenario underscores the need for new drug candidates that are both more effective and
less toxic. This study evaluated the anti-leishmanial and immunomodulatory potential of
crotapotin, the acidic and non-toxic subunit of crotoxin from Crotalus durissus terrificus venom,
using in silico, in vitro, and immunological approaches. In silico analysis revealed strong
interaction between crotapotin and trypanothione reductase of Leishmania braziliensis
(average AH of —15 kcal/mol) and structural stability during 100 ns of molecular dynamics
simulation. In vitro assays demonstrated moderate inhibition of the recombinant enzyme (41%
at 150 pg/mL; ICs, = 223.5 puM) and limited efficacy against axenic amastigotes of L.
amazonensis (41% inhibition). In contrast, immunological assays using human PBMC showed
no cytotoxicity up to 96 hours, no significant induction of reactive oxygen species (ROS), and
no detectable cellular injury via LDH release. Importantly, crotapotin modulated immune
responses, with early IL-18 production (1-2 h) and sustained IL-10 release starting at 24 h,
peaking at 48 h, suggesting a pleiotropic effect. Although its direct antiparasitic activity was
limited, the results highlight crotapotin’s immunomodulatory potential and support further
investigation in more complex experimental models as a therapeutic prototype or

immunoadjuvant candidate against leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis; molecular docking; PBMC; inhibition; immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas (DTN) s&o representadas por um grupo de
enfermidades distintas como tuberculose e leishmanioses, dentre outras, que acometem a
camada mais vulneravel da populacdo. Essas doencas se desenvolvem em climas quentes e
umidos, sobretudo nos tropicos, e causam um forte impacto na economia e problemas a saude
publica. Recebem essa designacdo de DTN em funcdo da falta de atencdo e recursos
financeiros destinados as politicas de controle e eliminagdo dessas doencas (DE VRIES;
SCHALLIG, 2022; FARINA et al., 2022; LIMA, 2014; WHO, 2023).

As leishmanioses sdo um grupo de doencas que acometem populacdes submetidas a
desnutricdo, deslocamentos, moradia precaria, sistema imunolégico debilitado e falta de
recursos financeiros; estao entre as dez principais causas de mortes prematuras em todo o
mundo e sdo provocadas por parasitos do género Leishmania (FARINA et al., 2022; LUNA;
CAMPOS, 2020; WHO, 2023).

Essas enfermidades, ainda que impactem fortemente nas condi¢bes de salde, sdo
pouco atrativas para a industria farmacéutica por serem mais circunscritas as populagdes com
baixa capacidade financeira. Quando evoluem para a forma de leishaniose visceral, podem
ser letais e com frequéncia acarretam consequéncias incapacitantes, 0 que causa 0O
comprometimento da dinamica familiar e social, onera os sistemas de saude dos paises ja
economicamente desfavorecidos e impacta na capacidade produtiva de sua populagéo,
formando um ciclo vicioso de grande repercussdo negativa no desenvolvimento humano
(KUSHWAHA; CAPALASH, 2023; LUNA; CAMPOS, 2020).

O tratamento das leishmanioses é complexo, uma vez que apresenta efeitos colaterais
importantes; com frequéncia, € ineficaz devido a resisténcia pelos parasitos — e com eficacia
em apenas 80% dos pacientes. Além da ocorréncia de deformidades, ha o envolvimento
psicoldgico, com reflexos no campo social e econdmico, uma vez que, ha maioria dos casos,
sdo consideradas doencas ocupacionais (HENDRICKX et al., 2019; KUSHWAHA,
CAPALASH, 2023; PINART et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2018).

Assim, demonstra-se a necessidade de novas terapias que complementem as ja
existentes — ou que possam, inclusive, ser utilizadas como terapias de primeira escolha. Para
essa situacdo, moléculas provenientes da fauna e da flora apresentam-se como os principais
modelos para o desenvolvimento de novos prototipos de farmacos que possam atuar inibindo
0 crescimento parasitario. Mais especificamente, 0s venenos de serpentes sdo uma
importante fonte de compostos quimicos bioativos que apresentam potencial para o desenho
racional de medicamentos, tanto para a terapéutica quanto para o diagnostico de diferentes
patologias de interesse a saude humana (DINIZ-SOUSA et al., 2023; DOLEY; KINI, 2009).

A biodiversidade brasileira possui abundantes espécies com potencial farmacolégico.

Essa riqueza natural, associada a revolucéo biotecnoldgica (e, atualmente, com as ciéncias
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Omicas” — por exemplo, gendmica, transcriptbmica, genbmica funcional, proteémica,
metabolémica, lipidémica e citbmica), tem fornecido informagdes extremamente (teis para a
descoberta de farmacos. O conhecimento dos processos bioldgicos no nivel estrutural e o
avango computacional, associados a quimica medicinal, torna possivel o acumulo de
informagdes que poder&o ser aplicadas no desenvolvimento de novos medicamentos e/ou
processos que visam ao tratamento e/ou diagndstico de doencas. Dada a imensa lacuna no
desenvolvimento de novos farmacos mais acessiveis e menos toxicos para o tratamento das
leishmanioses, o avanco das técnicas de pesquisa representa um propulsor para que
prossigam as buscas por novos compostos bioativos que sejam eficazes contra essas
doencas (DINIZ-SOUSA et al., 2023; KUSHWAHA; CAPALASH, 2023).

Diante desse cenario, a presente pesquisa parte da seguinte hipotese: entre as fracoes
do veneno da serpente Crotalus durissus, pode existir uma molécula bioativa com potencial
inibitério in vitro, frente tanto a linhagens celulares de Leishmania amazonensis quanto ao

alvo molecular Tripanotiona redutase (TR).

1.1 OBJETIVO-GERAL

Partindo da presente hipotese, este estudo tem como principal objetivo avaliar a acdo
da Crotapotina (CA da crotoxina) de Crotalus durissus terrificus (C.d.t.) contra parasitos de
Leishmania amazonensis e enzimas obtidas por expressdo recombinante de Leishmania
braziliensis, bem como realizar ensaios imunoldgicos para avaliar a agdo imunomodulatéria
da Crotapotina sobre células mononucleares do sangue periférico (PBMCs, sigla em inglés

para peripheral blood mononuclear cells).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar as propriedades estruturais e funcionais da Crotapotina utilizando ensaios
in silico, com o intuito de identificar regibes especificas capazes de interagir com a
enzima Tripanotiona redutase de Leishmania braziliensis (TRLb) e de fornecer
subsidios para o desenvolvimento de potenciais inibidores terapéuticos;

o Obter a enzima recombinante TRLb em sua forma ativa e com elevado grau de
pureza, garantindo sua utilizagcdo nos ensaios subsequentes;

e Avaliar a atividade leishmanicida da Crotapotina contra formas amastigotas
axénicas de Leishmania amazonensis, bem como sua acao citotdxica sobre essas
formas parasitarias;

e Avaliar as atividades imunomoduladoras da Crotapotina sobre PBMCs, por meio
da liberacdo de IL-1B, IL-10 e espécies reativas de oxigénio (ROS) e lactato

desidrogenase (LDH);
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e Avaliar a participacdo do inflamassoma NLRP3 por meio de ensaios de

imunofluorescéncia.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas distribuidas pelo Velho e pelo
Novo Mundo. Sdo endémicas em cinco continentes e registradas em 98 paises e trés
territorios, abrangendo paises subdesenvolvidos, em desenvolvimento ou mesmo
desenvolvidos, com prevaléncia nas areas de clima temperado a tropical. Estima-se que a
populacdo total de risco € de aproximadamente 350 milhdes de pessoas. A cada ano, ocorrem
cerca de dois milhdes de novos casos e a prevaléncia global é de 12 milhdes de casos (DE
VRIES; SCHALLIG, 2022; MEIRELES et al., 2017).

Os primeiros registros de leishmaniose cutdnea datam de cerca de 2.500 a. C. em
muamias egipcias e cristds da Nubia; ao longo dos anos, foram registrados achados
semelhantes em mUmias de vérias partes do mundo (BURZA et al., 2018; KRZEMINSKI:
KRZEMINSKA, 2003; SERENO et al., 2017).

O parasito causador da leishmaniose classifica-se taxonomicamente como
pertencente ao reino Protista, ao subreino Protozoa, ao filo Sarcomastigophora, ao subfilo

Y

Mastigophora, a

Y

classe Zoomastigophora, a

Y

ordem Kinetoplastida, a subordem
Trypanosomatina, a familia Trypanosomatidae, ao género Leishmania e aos subgéneros L.
Viannia e L. Leishmania.

No quadro 1, abaixo, sdo apresentados os subgéneros de Leishmania que acometem

seres humanos, bem como as formas de acometimento clinico e sua distribuicdo geogréfica.

Quadro 1 — Apresentacéo clinica e distribuicdo geografica das subespécies de Leishmania
causadoras de leishmaniose tegumentar americana que infectam seres humanos no Brasil
Subgénero Viannia
(LAINSON; SHAW,
1972)

Acometimento clinico no

homem Distribuicéo geogréfica

Principal agente da

Leishmania (V.)
braziliensis (VIANNA,
1911)

leishmaniose tegumentar
americana (LTA), causa
lesBes cutaneas e, em
alguns casos,
mucocutaneas.

Presente em todo o territorio brasileiro,
com maior prevaléncia nas regides Norte
e Nordeste.

Leishmania (V.)
guyanensis (FLOCH,
1954)

Predominantemente lesdes
cutaneas.

Limitada & regido Norte, nos estados do
Acre, Amap4, Roraima, Amazonas e
Para.

Leishmania (L.)
amazonensis
(LAINSON; SHAW,
1972)

Lesdes cutaneas e,
eventualmente, cutaneo-
difusas.

Presente nos estados do Amazonas,
Para, Rondbnia, Tocantins e Maranhéo.
Sua presenca amplia-se para o Nordeste
(Bahia), Sudeste (Minas Gerais e S&o
Paulo), Centro-Oeste (Goias) e Sul
(Parana).

Fonte: Ministério da Saude (BRASIL, [s. d.]).
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As espécies de Leishmania responsaveis pela leishmaniose cutanea sao geralmente
classificadas em dois grupos: as do Velho Mundo, como L. major, L. tropica e L. aethiopica,
gue ocorrem principalmente na Bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio, na regido conhecida
como “Chifre da Africa” e no subcontinente indiano; e as do Novo Mundo, como L.
amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis e L. guyanensis, que sdo endémicas nas Américas
(MANN et al., 2021; WHO, 2023).

Quanto a forma visceral, as principais espécies sédo: Leishmania (L.) tropica, principal
espécie causadora da leishmaniose visceral na Asia e em parte da india; e Leishmania (L.)
infantum, com incidéncia em areas do Oriente Médio e partes da Asia Central (WHO, 2023).

No Brasil, a doenca distribui-se de forma heterogénea, com prevaléncia em &reas
rurais e florestais, e apresenta sete espécies de Leishmanias envolvidas na ocorréncia de
casos de LT. As mais importantes séo: Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (Viannia)
guyanensis e L. (V.) braziliensis (BRASIL, [s. d.]). As regides Norte e Centro-Oeste destacam-
se como areas endémicas, com casos esporadicos reportados em outras regides,

evidenciando a expanséao territorial da doenga (BRASIL, 2022).

Figura 1 — Casos de leishmaniose tegumentar por UF de infec¢éo
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Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude (BRASIL, 2022).

A Leishmania braziliensis é endémica em diversas regides do Brasil, com uma
incidéncia mais elevada na regido Norte, seguida pelas regides Centro-Oeste e Nordeste
(conforme a figura 1). A transmissdo da doenca esta intrinsecamente ligada as condicdes
socioecondmicas e ambientais, tais como desmatamento, urbanizacdo precaria e migracéo
humana. Esses fatores contribuem para a expansdao da leishmaniose para areas

anteriormente ndo endémicas, desafiando os sistemas de saude locais (BRASIL, 2022).



2.1.1 Ciclo infeccioso

As Leishmanias spp. sdo parasitos intracelulares obrigatérios de células do sistema
fagocitico mononuclear, com duas formas principais: uma flagelada ou promastigota,
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor, e outra amastigota, observada nos tecidos dos
hospedeiros vertebrados (BRASIL, [s. d.]).

Os principais vetores transmitem a forma mais comum, causadora da leishmaniose
tegumentar (LT). Esses vetores s&o insetos conhecidos popularmente, dependendo da
localizacdo geografica, como mosquito-palha, tatuquira, birigui, entre outras designacdes. A
transmisséo da LT ocorre pela picada de fémeas infectadas desses insetos. SA0 humerosos
0s registros de infeccdo em animais domeésticos (BAILEY; LOCKWOOD, 2007; BRASIL, [s.
d.]; HERAS-MOSTEIRO et al., 2017). Nos seres humanos, o periodo de incubacdo — tempo
em que 0s sintomas comegcam a aparecer desde a infeccdo — é de, em média, dois a trés
meses; pode haver periodos mais curtos, de duas semanas, € mais longos, de dois anos
(BRASIL, [s. d.]). Ap6s a inoculagdo pelo flebotomineo, as formas promastigotas
extracelulares séo fagocitadas pelos macréfagos hospedeiros, transformando-se em
amastigotas no interior dessas células (BERHE et al., 2024).

O reconhecimento do parasito pelas células do sistema imunolégico do hospedeiro é
essencial para desencadear uma resposta imunolégica especifica e eficaz contra Leishmania
(MARTINEZ et al., 2018). No inicio da infecc&o, os neutrofilos sdo os primeiros a migrar para
os locais afetados, iniciando uma resposta inflamatéria que limita a presenca do parasito e
desempenha um papel crucial na defesa do organismo (HURRELL et al., 2016). Quando os
parasitos sdo fagocitados pelos macrofagos, eles séo capturados e internalizados em
fagossomos que, em seguida, se fundem com lisossomos de forma convencional. Nesse
ambiente, os parasitos se beneficiam de uma interacao complexa com as células hospedeiras,
permitindo sua sobrevivéncia. Durante este processo, 0s promastigotas se transformam
rapidamente em amastigotas dentro de 12 a 24 horas, permanecendo no compartimento
fagolisossomal enquanto continuam a crescer e se dividir. Durante essa fase, ocorre intensa
multiplicacdo por divisdo binaria, levando ao rompimento das células parasitadas e a liberagcéo
de amastigotas que infectam novos macrofagos, reiniciando o ciclo (KEVRIC et al., 2015;
SINGH et al., 2006).

Por outro lado, o ciclo envolve o vetor, que, ao se alimentar de sangue contaminado,
ingere células infectadas pelo parasito. Essas células se rompem, liberando uma grande
quantidade de parasitos na forma amastigota. No intestino médio do vetor, esses amastigotas
se diferenciam em promastigotas e migram para a probdscide (ANVERSA et al., 2018;

CHAPPUIS et al., 2007), dando inicio a um novo ciclo, conforme a figura 2.



Figura 2 — Ciclo de vida das espécies de Leishmania
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Fonte: Moreira et al. (2020, p. 75).

Os parasitos podem permanecer na pele ou disseminar-se para a mucosa da
nasofaringe, a medula 6ssea, o baco, o figado e, ocasionalmente, para outros 6rgaos,
resultando nas trés principais apresentacdes clinicas da leishmaniose: cutanea, mucocutanea
e visceral (BERHE et al., 2024; DE VRIES; SCHALLIG, 2022; MATHISON; BRADLEY, 2023).

A leishmaniose cutdnea também €& conhecida como Ulcera oriental ou tropical,
furinculo de Delhi ou Aleppo e, no Brasil, como calazar ou Ulcera de Bauru. As principais
espécies causadoras sdo L. major e L. tropica no sul da Europa, na Asia e na Africa; L.
mexicana e espécies relacionadas no México e nas Américas Central e do Sul; e L. braziliensis
e espécies relacionadas nas Américas Central e do Sul. Foram relatados casos entre militares
norte-americanos no Iraque e no Afeganistdo e entre viajantes para regiées endémicas nas
Ameéricas Central e do Sul, em Israel e em outros locais. A forma disseminada da leishmaniose
cutanea difusa € rara, mas pode ocorrer em infec¢des por Leishmania braziliensis (LAINSON;
SHAW, 1972).

A leishmaniose cutanea produz uma leséo de pele bem demarcada no local da picada
do inseto depois de varias semanas ou meses. Lesdes multiplas podem ocorrer apds picadas
multiplas infectadas ou disseminacdo metastatica. Sua aparéncia varia, sendo geralmente
uma papula que aumenta lentamente, ulcerando-se no centro e desenvolvendo uma borda
eritematosa elevada, onde os parasitos intracelulares estdo concentrados. As Ulceras séo

tipicamente indolores e ndo causam sintomas sistémicos, a menos que estejam
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secundariamente infectadas. As lesbes cicatrizam espontaneamente apds meses, mas
podem persistir por anos, deixando uma cicatriz deprimida, semelhante a uma queimadura. A
evolucdo depende das espécies de Leishmania e do estado imune do hospedeiro (DE VRIES;
SCHALLIG, 2022; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; WHO, 2023).

A leishmaniose cutédnea pode evoluir para formas mais graves em individuos com
debilidades imunolégicas, apresentando complicagdes que afetam a qualidade de vida dos
pacientes. Entre essas manifestacdes estdo a leishmaniose mucocutanea e a leishmaniose
cutanea difusa (LCD), que, embora sejam raras, estdo associadas a uma resposta
imunoldgica inadequada. Essas formas graves sdo mais frequentemente observadas em
populacBes vulneraveis, como pacientes imunocomprometidos, e podem resultar em lesdes
extensas, persistentes e de dificil tratamento, reforcando a necessidade de diagndstico
precoce e manejo clinico apropriado (WHO, 2023)

A leishmaniose mucocutanea é causada principalmente por L. braziliensis, mas pode
ocorrer devido a outras espécies de Leishmania (BRASIL, 2022). Acredita-se que 0s parasitos
se disseminem da lesao inicial na pele através dos vasos linfaticos e do sangue para 0s
tecidos nasofaringeos. Os sinais e sintomas da leishmaniose mucocutéanea tipicamente se
desenvolvem meses ou anos apos o aparecimento da lesdo cutanea inicial, que geralmente
comecga com uma ou mais Ulceras cutédneas primarias (DE VRIES; SCHALLIG, 2022; PACE,
2014). A disseminacdo para a mucosa via vasos linfaticos e corrente sanguinea
provavelmente ocorre precocemente na infeccdo. As lesbdes cuténeas cicatrizam
espontaneamente, mas as lesdes progressivas da mucosa podem néo se tornar evidentes
por meses ou anos (PACE, 2014). Os pacientes tipicamente apresentam congestdo nasal,
secrecdo e dor. Com o tempo, a infec¢cdo pode evoluir, resultando em mutilagdo importante
do nariz, palato, faringe oral ou face (GUREL et al., 2020).

A LCD é uma doenca rara associada a resposta imunolégica celular inadequada do
hospedeiro, causada por diferentes espécies: infantum, aetiopia, major, mexicana e outras,
além da L. amazonensis no Brasil. Apresenta-se como uma patologia persistente, prevalente
em regides etiopes e guenianas, com casos também na Namibia e na Tanzénia e amplamente
nas Américas (HASHIGUCHI et al., 2016; SILVEIRA et al., 2004; VOLPEDO et al., 2021).
Notavel em individuos com imunodeficiéncia, como portadores de HIV, a LCD se caracteriza
por papulas persistentes, que evoluem sem formar Ulceras. A propagacao € insidiosa, pode
durar anos e resultar em lesdes nodulares. Distintamente, os parasitos espalham-se pelo
sistema linfohematogénico, resistindo aos tratamentos usuais (VOLPEDO et al., 2021).

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, € tipicamente causada por
L. donovani ou L. infantum e ocorre em varias regiées ao redor do mundo. A maioria dos casos
ocorre no nordeste da india. Os parasitos se disseminam do local da picada na pele para
linfonodos, baco, figado e medula 6ssea, causando sintomas sistémicos. Infeccdes

subclinicas sdo comuns, sendo que somente uma minoria de pessoas infectadas desenvolve
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a doenca. A infeccdo sintomatica por L. infantum é mais comum em criancas do que em
adultos. A leishmaniose visceral € uma infec¢éo oportunista em pacientes com AIDS ou outros
com comprometimento imunitario (GUREL et al., 2020; MATHISON; BRADLEY, 2023).
Outro quadro grave, porém raro, é causado pela leishmaniose cutanea pés-calazar, o
qual pode ocorrer apés o tratamento da leishmaniose visceral em pacientes no Sudéo e na
india. E caracterizada por lesbes cutdneas achatadas ou nodulares que contém muitos
parasitos. Em pacientes sudaneses, essas lesdes se desenvolvem no final ou depois de seis
meses do tratamento e se resolvem espontaneamente em alguns meses ou até um ano mais
tarde. Em pacientes da india e paises adjacentes, as lesdes cutdneas geralmente se
desenvolvem de um a dois anos apds o término do tratamento e podem persistir por varios
anos. Acredita-se que as lesdes por leishmaniose cutdnea pds-calazar sejam um reservatorio
para a propagacéao da infec¢éo nessas regides (KUMAR et al., 2023; SINGH; SUNDAR, 2012).

2.1.2 Tratamento dos pacientes infectados

O tratamento da leishmaniose é complexo e depende da sindrome clinica, da espécie
de Leishmania infectante, da regido geografica da aquisicdo, da probabilidade de
susceptibilidade do organismo a farmacos leishmanicidas e do estado imunitario do
hospedeiro (BRASIL, 2022; SCORZA et al., 2017; VOLPEDO et al., 2021).

Embora a leishmaniose seja considerada uma doenca antiga, o tratamento ainda
representa uma preocupacao devido a toxicidade e a duragéo prolongada, além dos fatores
mencionados anteriormente (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). No cenario atual,
medicamentos disponiveis, como 0s compostos inorganicos (antimbnios pentavalentes) e a
anfotericina B, apresentam alta eficacia (cerca de 90%); novas abordagens terapéuticas,
como quimioterapia e imunoterapia, também tém sido introduzidas. No entanto, isso ndo deve
levar a um relaxamento na busca por novas alternativas farmacologicas (PRADHAN et al.,
2022). Além disso, a alta toxicidade e a longa duracdo do tratamento tornam esses
medicamentos menos ideais, devido a possibilidade de surgimento de resisténcia (SILVA et
al., 2017).

Os antimoniais pentavalentes sdo considerados medicamentos de primeira linha para
o tratamento da leishmaniose. Embora seu mecanismo de a¢gdo ndo esteja completamente
elucidado, sabe-se que o farmaco atua inibindo processos como a glicélise, a oxidagdo de
acidos graxos e a biossintese de poliaminas, além de provocar distirbios na membrana
mitocondrial do parasito (PACE, 2014). Além disso, para melhorar a eficicia do tratamento
por meio do estimulo & expressédo de citocinas, o zinco foi testado em combinagcdo com
antimoénio. No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de IFN-y
entre o grupo tratado com antimonial + zinco e o grupo placebo (GUZMAN-RIVERO et al.,
2015).
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A anfotericina B € considerada o medicamento de segunda escolha no tratamento da
leishmaniose. Sua acdo envolve a formacdo de poros na membrana citoplasmética,
permitindo a saida de ions potassio — o que afeta a glicélise intracelular — e, simultaneamente,
a entrada de ions hidrogénio — acidificando o meio citoplasmatico e levando a morte celular
(AZANZA PEREA, 2021). A anfotericina B esta comercialmente disponivel em varios paises
e pode ser utilizada durante a gestacdo. Embora esse medicamento tenha baixa absorgéo
gastrointestinal e uma meia-vida curta, afetando quase imediatamente o figado e o baco, tanto
a forma deoxicolato da anfotericina B quanto suas formulagdes lipossomais sdo empregadas
clinicamente no tratamento da leishmaniose (BRIONES NIEVA et al., 2021).

A miltefosina é um composto fosfolipidico desenvolvido inicialmente para o tratamento
de neoplasias, infec¢cbes bacterianas e flngicas. Sua acdo envolve a interferéncia no
metabolismo dos fosfolipidios, afetando tanto a membrana plasmatica quanto a mitocondrial
do parasito, o0 que resulta em morte celular. Este é o primeiro medicamento administrado por
via oral para leishmaniose, eliminando a necessidade de hospitalizacdo e permitindo que o
paciente realize o tratamento em casa, com resultados geralmente satisfatérios na maioria
dos casos (AKBARI et al., 2017). No entanto, o0 uso inadequado da miltefosina pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia, devido a inativagdo do gene responsavel pela absor¢cdo do
medicamento e ao seu longo periodo de meia-vida (sete dias). Além disso, os efeitos adversos
como vomitos, nauseas, diarreia, febre, anafilaxia e hipersensibilidade podem ser limitantes
(AKBARI et al., 2017; BRIONES NIEVA et al., 2021).

A pentamidina (PMD) é um composto aromatico diamidina utilizado na forma de sal de
isetionato, administrado por via intravenosa ou intramuscular para o tratamento da
leishmaniose. Este medicamento é rapidamente absorvido pelas células protozoarias, onde
se liga fortemente ao RNA de transferéncia, inibindo a sintese de proteinas ribossémicas e a
sintese de acidos nucléicos e fosfolipidios. A metabolizacdo da PMD ocorre no figado e sua
meia-vida € bastante prolongada, varia entre dez e 14 dias. No entanto, devido a sua
toxicidade e a eficacia reduzida, a PMD foi descontinuada como tratamento de segunda linha
para a leishmaniose visceral (BRIONES NIEVA et al., 2021).

No Brasil, as espécies Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis destacam-
Se como 0s principais agentes etioldgicos da leishmaniose cutanea, especialmente na regido
Norte, onde a prevaléncia da doenca é elevada e as formas mais graves, como a difusa e a
mucocutanea, sao mais frequentes (GIAROLA et al., 2014). O tratamento de primeira linha,
baseado no antimoniato pentavalente, enfrenta limitagfes significativas devido a emergéncia
de cepas resistentes, embora os mecanismos subjacentes a falha terapéutica ainda n&o
estejam totalmente esclarecidos (NASCIMENTO et al.,, 2023; PEREIRA et al., 2021).
Adicionalmente, a intensa resposta inflamatoria desencadeada por L. braziliensis contribui

para o0 agravamento dos danos teciduais e para os desafios no manejo clinico, ressaltando a
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necessidade de alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras (JOSEPH et al., 2021;
LAGO et al., 2018).

Apesar da normatizacdo dos protocolos terapéuticos pelo Sistema Unico de Salde
(SUS), que incluem o uso de antimoniato de meglumina e anfotericina B, falhas no tratamento
séo recorrentes, especialmente em areas remotas. Esses desafios envolvem ndo apenas a
resisténcia medicamentosa, mas também a toxicidade dos farmacos, a dificuldade de acesso
e a baixa adeséo ao tratamento pelos pacientes, o0 que resulta em recidivas e piora do controle
da doenca (BRASIL, 2022). O cenario de crescente resisténcia aos farmacos reforca a
urgéncia de explorar novas abordagens terapéuticas que possam superar essas limitagdes e
atender melhor as populacdes afetadas, especialmente nas regibes endémicas mais

vulneraveis.

2.2 NOVOS CAMINHOS PARA O TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

Em 1998, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estipulou algumas exigéncias para
a busca por um farmaco ideal: cura parasitologica de casos agudos e cronicos, agéo eficaz
com uma Unica dose ou poucas doses, custo reduzido, poucos efeitos colaterais e auséncia
de efeitos teratogénicos, hospitalizacdo desnecessaria para o tratamento e nenhuma inducao
a resisténcia. Porém, na pratica, conhecendo as limitacdes de administracao de um farmaco
em diferentes condi¢des de campo e diferentes cepas, além da complexidade da pesquisa e
do desenvolvimento de um novo farmaco, esses objetivos parecem estar distantes da
realidade (BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017; GUIDO et al., 2008).

Novos agentes parasitarios, de maneira geral, tém-se desenvolvido considerando os
seguintes itens: a) o conhecimento de principios ativos de plantas utilizadas na medicina
popular para o tratamento de doencas parasitarias; b) a investigacao de farmacos ja utilizados
para o tratamento de outras doencas, uma vez que ja foram submetidos a ensaios clinicos
muito dispendiosos; e c) a identificacdo de alvo especifico em via metabdlica-chave para o
parasito (MELOS; ECHEVARRIA, 2015).

Podem-se citar alguns exemplos bem-sucedidos de reposicionamento de farmacos
para o tratamento da leishmaniose visceral, como é o caso da pentamidina e da anfotericina
B, utilizados primeiramente para tratar infec¢gfes fangicas, e da miltefosina, desenvolvida para
tratamento de cancer de mama (CROFT et al., 2006; RATH et al., 2003; SUNDAR et al., 2002).

Contudo, a fim de que a estratégia aplicada para a prospeccdo de um farmaco
antileishmania tenha inicio, é necessario buscar alvos bioquimicos relacionados a
mecanismos de defesa, metabolismo de RNA, DNA, glicose, esterdis, acidos graxos, vias das
purinas, nucleotideos ou qualquer rota bioquimica do parasito que possa ser atacada pela

molécula e que seja segura para o hospedeiro (FIGUEIREDO et al., 2018).
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2.3 O EMPREGO DE ALVOS MOLECULARES NA PROSPECCAO DE NOVOS
MEDICAMENTOS

Os avanc¢os na compreensdo dos mecanismos moleculares de doencas parasitarias e
das caracteristicas fisiolégicas, bioquimicas e genéticas dos parasitos permitiram o
desenvolvimento de uma nova estratégia de desenho racional de farmacos, baseando-se nas
diferencas estudadas entre o hospedeiro e o parasito, por meio do direcionamento de alvos
especificos contra o parasito. S&o necessérias varias ferramentas biomoleculares para este
intento, como a biologia molecular, a bioquimica e a genética (MULLER; HEMPHILL, 2016).

Segundo Gémez Garay et al. (2025), os alvos moleculares se definem como proteinas
ou acidos nucleicos que possuem atividade biolégica relacionada diretamente a um organismo
e podem ser suscetiveis a acdo de compostos ou moléculas que possam mudar
substancialmente sua atividade. Dessa forma, os inibidores sdao definidos como moléculas
capazes de se ligar a um alvo especifico, bloqueando sua atividade.

A respeito de alvos moleculares de doengas negligenciadas, os critérios basicos para
a selecdo dos mesmos s@o apresentarem-se prioritariamente no agente etiolégico e estarem
expressos no estagio de vida patogénico para o hospedeiro. Entre os alvos mais estudados
presentes nesta familia de parasitos, as enzimas do metabolismo tiol-dependente
consideram-se entre 0os mais promissores (MULLER; HEMPHILL, 2016; SINGH; SUNDAR,
2012).

Nesse sentido, a busca por alvos moleculares para o desenvolvimento de novos
farmacos contra as leishmanioses tem destacado a enzima Tripanotiona redutase (TR) como
uma opc¢do promissora. Descoberta em 1985 (FAIRLAMB et al., 1985), a TR € um alvo
molecular validado devido ao seu papel relevante na neutralizacdo de espécies reativas de
oxigénio dentro do parasito (OLIVEIRA et al., 2008). A enzima, que depende de NADPH, reduz
Tripanotiona dissulfeto [T(S)2] em Tripanotiona ditiol [T(SH)2], mantendo um ambiente redutor
e protegendo o parasito contra o estresse oxidativo (BATTISTA et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2008).

Figura 3 — Sequéncia de eventos, dependentes da TR, responsaveis
pela neutralizacdo das espécies reativas de oxigénio

NADPH T(SH),
( TXNPXeq H,0, (O HO , ROOH, etc.)
Xespemes reativas de oxigénio
NADP* TR
= TXNPox 2H,0

Em que: TR = Tripanotiona redutase; TXN = Triparedoxina; TXNPx = Triparedoxina peroxidase.
Fonte: Oliveira et al. (2008, p. 261).
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Outro fator que torna a TR um alvo estratégico € sua estrutura distinta em relacéo a
glutationa redutase (GR), enzima equivalente em humanos. Foram registradas diferencas
entre as duas estruturas quanto a volume da molécula, carga e distribuicdo dos bolsdes
hidrofilicos e hidrofébicos. No caso da TR, ha uma extensa regido que permite que a molécula
acomode substratos maiores por meio de forgas eletrostéticas e de Van der Waals (BATTISTA
et al., 2020). Em contraste, a GR apresenta residuos carregados positivamente que
favorecem interacfes especificas com seus substratos. Essas particularidades estruturais
tornam a TR uma candidata apropriada para o desenvolvimento de inibidores seletivos,
ampliando as perspectivas para novos tratamentos antiparasitarios (OLIVEIRA et al., 2008).

2.4 ANALISE IN SILICO: UMA FERRAMENTA IMPORTANTE NA PROSPECCAO DE
FARMACOS

A bioinformatica, particularmente por meio da modelagem molecular, tem emergido
como uma area interdisciplinar promissora, integrando biologia, ciéncia da computacgéo,
matematica e estatistica. Essa abordagem possibilita a analise de sequéncias genéticas, a
exploracéo de contetdos gendmicos e a previsao de fungdes e estruturas de macromoléculas.
Com o uso de ferramentas computacionais avangadas, é possivel conectar dados biolégicos
e gerar predicbes Uteis, promovendo avanc¢os significativos em diversas areas do
conhecimento (ASSIS, 2013; BAXEVANIS; OUELLETTE, 2001; DIAZ, 2019).

As metodologias de modelagem molecular desempenham um papel importante no
desenvolvimento de novos farmacos, permitindo a identificacdo de compostos com maior
potencial terapéutico, ao mesmo tempo que otimizam tempo e custos. Essas técnicas ajudam
a reduzir o risco associado ao desenvolvimento de medicamentos ao evitar a sintese de
moléculas com baixa probabilidade de bioatividade. Além disso, o estudo detalhado dos
mecanismos de ag¢do no nivel molecular e das interac6es farmacodindmicas possibilita o
desenho de novas estruturas capazes de se ligarem eficientemente aos seus alvos
farmacologicos (DEL CISTIA, 2010).

Tradicionalmente, o desenvolvimento de farmacos envolve a sele¢cdo de novas
substancias por meio de processos conhecidos como screening, que fazem uso de modelos
in vitro e in vivo com experimentagcéo animal. Essa abordagem tem como objetivo identificar
a atividade biologica dos compostos com base em sua interacdo com receptores celulares.
No entanto, esse processo € conhecido por ser longo, caro e de alto risco, o que torna
fundamental o avancgo de tecnologias que otimizem essa etapa (DEL CISTIA, 2010).

Nos ultimos anos, tecnologias de triagem baseadas em modelagem computacional
tém ganhado destaque, uma vez que permitem prever interacdes entre proteinas e ligantes,
ampliando a eficiéncia do design de medicamentos. Apesar dos avancos, prever com precisao

essas interacdes continua sendo um desafio técnico; entretanto, melhorias no rendimento e
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na qualidade das predi¢cdes tém gerado dados cada vez mais confidveis e Uteis para a triagem
de candidatos a farmacos (CARAUS et al., 2015; YANG et al., 2011).

Ao combinar técnicas de triagem computacional e conhecimento molecular detalhado,
a modelagem molecular tem sido um recurso essencial para o desenvolvimento de novos
medicamentos, reduzindo riscos e ampliando as possibilidades de sucesso em contextos

terapéuticos.

2.5 BIOPROSPECGAO DE FARMACOS A PARTIR DO VENENO DE SERPENTES

Os venenos de serpentes sdo uma combinacdo de muitas proteinas e enzimas que
possuem diversas acfes, tanto nas presas quanto em vitimas humanas, cujo principal intuito
€ afetar os sistemas fisiolégicos vitais desses organismos. Essas proteinas desempenham
papeis importantes na busca de alimentos pelas serpentes, como matar ou imobilizar presas,
e auxiliam no processo de digestdo. Contudo, ha décadas que pesquisadores estudam essas
toxinas e as tornam uma fonte terapéutica para as mais diversas patologias (MORAIS et al.,
2012).

Desde a aprovagdo do Captopril, o primeiro medicamento baseado na proteina do
veneno de serpente, ha mais de 40 anos, as toxinas do veneno de serpente se tornaram uma
valiosa farmacopeia natural de moléculas bioativas que fornecem compostos para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Muitas toxinas estdo sendo exploradas e
transformadas em drogas para o tratamento de condicbes como hipertenséo, trombose e
cancer (KOH; KINI, 2012).

Os venenos ofidicos sé@o constituidos principalmente por proteinas, peptideos e, em
pequenas proporcdes, carboidratos, lipideos, nucleotideos, aminoacidos e componentes
inorganicos (MACEDO et al., 2023). O Brasil, devido a grande biodiversidade, apresenta um
vasto campo para bioprospeccdo de venenos de serpentes, com destaque para os géneros
Bothrops e Crotalus (BARROS et al., 2015; MORAIS et al., 2012).

Considerando o potencial desses venenos para a pesquisa e a descoberta de novas
biomoléculas, € necessario explora-los por meio de técnicas de isolamento e purificacao,
aliadas as ferramentas alternativas como a bioinformatica, de modo a ampliar as
possibilidades de tratamento das doencgas infecciosas e parasitarias, como as leishmanioses
(CABRAL, 2011).

2.6 CROTALUS DURISSUS TERRIFICUS
A espécie Crotalus durissus (C. durissus), popularmente conhecida como cascavel, é

uma serpente amplamente distribuida, encontrada desde o México até a Argentina, além de
toda a América do Sul, com excecao do Chile e Equador (CAMPBELL; LAMAR, 1989).
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No Brasil, esta presente principalmente nas regides Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste
e Sul. Até o presente, foram registradas seis subespécies que habitam o territorio brasileiro e
variam conforme a regido que ocupam: C. d. terrificus, C. d. collilineatus, C. d. cascavella, C.
d. marajoensis, C. d. ruruima e C. d. trigonicus, sendo estas duas Ultimas especificas de
algumas regides do estado de Roraima (GEORGIEVA et al., 2010; GUIDOLIN et al., 2013;
PINHO; PEREIRA, 2001).

A subespécie mais conhecida € a C. d. terrificus, que, além de ser exclusiva da
Ameérica do Sul, habita quase todo o pais. Esta distribuida nos estados do Rio Grande do Sul,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e em algumas areas abertas do Norte, nos estados do
Amazonas, Pard e Rondbnia, conforme a figura 4 (BASTOS et al., 2005; CAMPBELL; LAMAR,
1989; FUSCO et al., 2020). Todavia, ndo é possivel determinar com exatiddo a distribuicdo
das subespécies brasileiras de Crotalus durissus — em parte, porque as espécies do taxon
ndo estdo bem definidas; além disso, os movimentos de antropizagdo abrem caminho para a
distribuicdo e a adaptacdo das subespécies em areas diferentes das quais sd&o comumente
encontradas (BRITES; BAUAB, 1988; CALDEIRA COSTA; BERNILS, 2018; MARQUES et al.,
2001; TOZETTI, 2006). Ademais, segundo Georgieva et al. (2010), as diferencas filogenéticas
entre as subespécies C.d. cascavella e C.d. collilineatus sdo tao infimas que estas duas

podem ser consideradas como a subespécie C.d. terrificus.

Figura 4 — Distribuicao geogyéﬁca da serpente Crotalus durissus no Brasil
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Destaca-se a maior frequéncia em biomas com vegetacao rasteira, como cerrado, pampa
e caatinga. Observa-se a falta de especificacdo das subespécies nos estados devido as
adaptacdes inter e intra subespécies e falta de estudos detalhados dos taxons.
Fonte: elaborado pela autora (2024).
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2.6.1 Crotalus durissus terrificus: principais caracteristicas, comportamento,

reproducdo e habitos alimentares

Os primeiros relatos acerca da C. d. terrificus, conhecida popularmente como cascavel,
boicininga ou maracamboia, foram registrados na obra Systema naturae per regna tria
naturae, secundum classes, ordines, genera, species, cum characteribus differentiis,
synonymis, locis (LINNAEU, 1767). Sdo serpentes pec¢onhentas robustas, com habitos
noturnos, pouco agressivas e pouco ageis. Sao conhecidas por apresentarem 0 guizo ou
chocalho (resquicio de queratina) na extremidade da cauda. Essa estrutura é formada por
aneéis ocos e moveis, que produzem um som peculiar ao vibrar, e ttm como funcéo alertar
para a presenca do animal no ambiente, atuando como mecanismo de defesa — associado a
posi¢do de cajado, que consiste em levantar e dobrar a cabeca e erguer do chao a porgéo
anterior do corpo (CAMPBELL; LAMAR, 1989). O corpo possui fundo castanho-claro e uma
fileira de manchas dorsais em formato de losangos marrons, marginadas por coloragéo branca
ou amarela, conforme a figura 5 (ARGAEZ, 2006; CAMPBELL; LAMAR, 1989).

Figura 5 — Espécime da serpente Crotalus durissus terrificus

Destacam-se losangos brancos e pretos ao longo do corpo, sendo o
ventre mais claro. Encontrada em areas abertas, campos cultivados,
areas devastadas, areas de mata Atlantica subcaducifélia e matas de
Araucéria das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste.

Fonte: cortesia de Anderson Maciel Rocha, da Fundag&o de Medicina
Tropical do Estado do Amazonas (2024).

Os machos sé@o geralmente menores que as fémeas e possuem um comprimento de
cauda maior (ARGAEZ, 2006). As cascavéis sao viviparas e geram, em média, 14 filhotes por
ninhada. A fémea pode armazenar os espermatozoides dos machos durante meses para
fertilizacdo dos oOvulos, e os ovos sdo chocados dentro das fémeas durante trés meses apoés
a fertilizag&@o. O ciclo reprodutivo destes animais € bianual; a ovula¢éo ocorre entre setembro

e outubro, e a gravidez, entre setembro e abril. O nascimento dos filhotes ocorre entre
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dezembro e agosto (ALMEIDA-SANTOS; SALOMAO, 1997). N&o possuem cuidados
parentais: ap0s o nascimento, os filhotes vivem de forma independente, e o tempo médio de
vida é de 10 a 25 anos (SANTOS et al.,, 1995). Sua alimentacdo consiste de pequenos
mamiferos e aves, mas ocasionalmente podem se alimentar de pequenos lagartos (HOYOS;
ALMEIDA-SANTOS, 2016). Utilizam a estratégia de caga por espreita (site and wait),
caracterizada por permanecerem paradas proximas aos locais onde ha passagem de suas
presas (BURGHARDT, 1967; PIANKA, 1966; TOZETTI; MARTINS, 2008). O veneno de
Crotalus durissus €é produzido e armazenado por um par de glandulas salivares especializadas
que se encontram atras dos olhos; a saliva é o préprio veneno. O dente da frente da maxila
superior € oco e forma um tubo por onde escorre o veneno. Outra diferenca importante € que
se trata de uma serpente solendglifa, o que significa que, ao abrir a boca, tem seu grande
aparelho inoculador projetado para frente (MELGAREJO-GIMENEZ, 2002; SANTOS et al.,
1995). Essas caracteristicas, aliadas a um veneno potente, tornam os acidentes relacionados
a estas espécies uma preocupacao para a saude publica; o Unico tratamento eficaz é realizado
com o soro antiofidico (ROSENFELD, 1991; TASIMA et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2014).

2.6.2 Composicdo do veneno de Crotalus durissus terrificus e os efeitos do

envenenamento

Segundo pesquisas, 0 envenenamento causado pela C. d. terrificus causa efeitos
neurotoxicos, miotdxicos e coagulopaticos, apresentando acéo anti-inflamatéria prolongada,
cujos sintomas observados sdo: mal-estar, sudorese, vomitos, sonoléncia e inquietacdo
(ACOSTA DE PEREZ et al., 1997; MAGALHAES et al., 1986). Contudo, a peconha das
serpentes tem uma importancia muito maior do que o observado nos processos
fisiopatoldgicos envolvidos no envenenamento. O veneno crotalico se apresenta como uma
complexa mistura de compostos bioativos com diferentes propriedades funcionais e
estruturais, que sdo atribuidas as acdes de varios peptideos e enzimas fosfodiesterases — L-
amino oxidase, 5-nucleotidase — e as seguintes neurotoxinas: convulxina, giroxina, crotoxina
e crotamina (CALVETE et al., 2010; FONSECA et al., 2006; HERNANDEZ et al., 2007).

2.6.3 Crotoxina e subunidades

O veneno da C. d. terrificus € composto majoritariamente por giroxina, convulxina,
crotamina e crotoxina, dentre outros grupos de moléculas bioativas, como serinoproteases, L-
aminoxidases, ions inorganicos, dentre outras espécies quimicas (ALVES; FERREIRA JR.,
2022; FREITAS et al. 2021; MOHAMED ABD EL-AZIZ et al., 2019). Das proteinas presentes
no veneno, a crotoxina representa aproximadamente 60% do peso seco do veneno (FRARE
et al., 2019; MACEDO et al., 2023).
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A crotoxina € uma beta-neurotoxina heterodimeérica, formada pela associacdo ndo
covalente das subunidades Crotapotina (CA) e fosfolipase A, (PLAz), também chamada de
CB (SAMPAIO et al., 2010). Foi inicialmente isolada por Slotta e Fraenkel-Conrat, em 1938
(NEVES et al., 2023).

Varios estudos demonstraram sinergismo entre Crotapotina e PLA; e sugeriram que a
Crotapotina agiu como uma chaperona para direcionar a PLA, ao seu local de acéo
(RUBSAMEN et al., 1971), potencializando a atividade bioldgica da PLA, de forma a promover
a interac@o com os sitios de ligacdo corretos (BON, 1982). Inicialmente conhecida como uma
proteina de apoio, a Crotapotina desempenha um papel fundamental na estabilizacdo de
outras toxinas presentes no veneno e tem sido extensivamente estudada devido as suas
propriedades de ligacdo a proteinas (BON et al., 1979).

A Crotapotina € uma molécula com caracteristica acida, ndo téxica, com massa de
aproximadamente 9,4 kDa que faz parte do complexo heterodimérico da crotoxina (PIMENTA
et al., 2019; SILVA-JUNIOR et al., 2020), juntamente com a PLA;, basica e fracamente toxica
e com massa de aproximadamente 15 kDa (SLOTTA; FRAENKEL-CONRAT, 1938).

Figura 6 — Estrutura tridimensional do complexo CA e CB

Phospholipase A2 CB

Estrutura tridimensional da crotoxina. Em rosa, é mostrada a subunidade CB e sua
respectiva alga de ligacdo. Em laranja, verde e azul, as cadeias 3, a e y da subunidade
acida CA, respectivamente. Codigo do PDB — 3ROL.

Fonte: Macedo et al. (2023).

A subunidade PLA; da crotoxina apresenta em sua conformacdo sete pontes
dissulfeto, assim como possui caracteristicas estruturais canodnicas; os residuos de 1 a 14
representam a regidao N — terminal, contém uma alca de ligacédo nos residuos 28 a 32 (FAURE
et al.,, 2011). Quanto a subunidade Crotapotina, possui cadeias peptidicas (a, B e y)
conectadas por sete pontes dissulfeto. A cadeia a apresenta uma longa a-hélice nos residuos

37 a 54 e a cadeia B possui a a-hélice nos residuos de 89 a 111. A maior diferenca entre as
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subunidades de acordo com a literatura esta no loop de ligacédo de Ca?*, que esta localizado
nos residuos de 258 a 32 (FAURE et al., 2011).

Estudos demonstraram propriedades imunomoduladoras da CA, reduzindo a producéo
de citocinas pro-inflamatérias e a migracdo de leucdcitos para o local da inflamagéo (CASTRO
et al., 2007; GARCIA et al., 2003; LANDUCCI et al., 1995). Essas propriedades sdo cruciais
no contexto das infeccdes por leishmanioses, que envolvem uma resposta imunoldgica
desregulada. A habilidade da Crotapotina de modular a resposta imune pode ajudar a
controlar a inflamacéo e a proliferagdo do parasito Leishmania, tornando-a uma candidata
promissora para o desenvolvimento de novos tratamentos para a leishmaniose.

Além do potencial anti-inflamatorio, estudos recentes também tém revelado atividades
analgésicas em modelos animais, levantando a possibilidade de seu uso no tratamento da dor
cronica (GARCIA et al., 2003; LANDUCCI et al., 1995; LEME et al., 2002).

2.7 POTENCIAL IMUNOMODULADOR DA CROTAPOTINA EM PBMCS

O veneno de Crotalus durissus terrificus € amplamente estudado por suas
propriedades bioldgicas, incluindo seu potencial imunomodulador sobre células do sistema
imune (LIMA et al., 2012). Dentre seus componentes, a crotoxina (CTX) se destaca como um
complexo neurotodxico bifuncional, composto por uma fosfolipase A, (PLA;) e pela Crotapotina
(CA), subunidade &cida responséavel por estabilizar a PLA, e modular sua atividade bioldgica.
Embora a CTX tenha sido amplamente caracterizada quanto aos seus efeitos sobre
leucdcitos, o papel especifico da CA nesse contexto ainda nao foi elucidado.

Estudos demonstram que a CTX influencia diretamente a resposta imunoldgica.
Miranda et al. (2019) avaliaram seus efeitos sobre células dendriticas, demonstrando que a
CTX e a PLA,, mas nao a CA, induzem a producdo de interleucina IL-10 em células
estimuladas com lipopolissacarideo (LPS). Em um estudo subsequente, observou-se que a
CTX e a PLA,, quando adicionadas a culturas de células dendriticas estimuladas com
concanavalina A (ConA) e ovoalbumina/LPS, suprimem a secre¢do de citocinas pro-
inflamatérias, acompanhadas por um aumento significativo na expresséo de IL-10 e outras
citocinas imunorreguladoras (FREITAS et al., 2021).

Além disso, Xavier et al. (2017) investigaram os efeitos do Fator Neutralizante de
Crotalus (CNF), um inibidor da PLA, presente no plasma da serpente Crotalus durissus
terrificus, sobre PBMCs e neutréfilos humanos. O estudo revelou que o CNF ndo apresentou
citotoxicidade nem induziu a liberag@o de superoxido (O,”) em PBMCs. Quanto a producéo
de citocinas, ndo foram detectados niveis significativos de IL-10 e IL-2 nos PBMCs, enquanto
nos neutrdfilos foi observada liberacdo de IL-8. De forma complementar, Andrade et al. (2019)

demonstraram que a CTX apresenta propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e
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imunomoduladoras  sobre  células endoteliais humanas (HUVEC), reduzindo
significativamente a producéo de IL-6, IL-8 e IL-13 sem comprometer a viabilidade celular.

Com relagéo as outras toxinas presentes no veneno de Crotalus durissus terrificus, 0s
estudos in vitro sobre PBMCs ainda s&o escassos. Rego et al. (2022) avaliaram os efeitos da
convulxina, uma lectina do tipo C-like, em PBMCs humanos e observaram que a convulxina
induziu a liberacéo de IL-10, aumentou a producdo de ROS e ativou o inflamassoma NLRP3,
resultando na liberacdo de IL-1B3. Esses achados ressaltam o potencial imunomodulador tanto
do veneno de Crotalus durissus terrificus quanto de componentes desse veneno e destacam
a necessidade de mais estudos sobre os mecanismos de acao dessas proteinas.

Embora a crotoxina e suas subunidades j4 tenham sido avaliadas em diferentes
contextos, os efeitos da CA isoladamente ainda sdo pouco compreendidos. Estudos prévios
indicam que a CA pode modular processos inflamatérios, como demonstrado em modelos de
edema da pata de rato (LANDUCCI et al., 1995; LANDUCCI et al., 2000), além de estimular a
producdo de PGE; por macrofagos (GARCIA et al., 2003). No entanto, sua agéo direta sobre
células humanas, especialmente sobre PBMCs, ainda permanece desconhecida.

2.7.1 O papel das citocinas IL-10 e IL-1B na resposta imune

A resposta imune do hospedeiro desempenha um papel crucial no controle das
leishmanioses, especialmente por meio da regulagdo de citocinas como IL-18 e IL-10
(FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2012). A IL-1B é uma citocina pré-inflamatdria essencial
para a ativacao inicial da resposta imune, uma vez que facilita o recrutamento de células para
o local da infec¢do e promove a eliminagdo do parasito Leishmania (SANTOS et al., 2018).
Em contrapartida, a IL-10 atua como um regulador da resposta inflamatdéria, prevenindo danos
teciduais excessivos e promovendo a homeostase do hospedeiro (ABDOLI et al., 2017). O
equilibrio entre essas citocinas é fundamental para garantir uma resposta eficiente contra o
patégeno sem gerar inflamacdo exacerbada ou imunossupressédo prejudicial (LOPEZ-
CASTEJON; BROUGH, 2011).

A IL-1B é frequentemente associada a ativacdo do inflamassoma NLRP3, um
complexo multiproteico responsavel pela detec¢ao de sinais de perigo celular, como estresse
oxidativo, padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs) e padrées associados a
danos (DAMPs) (MA, 2023).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 ocorre em duas fases. Inicialmente, estimulos
como PAMPs e DAMPs ativam receptores como os TLRs desencadeando a ativacdo da via
do fator de transcrigdo nuclear-kB (NF-kB) e induzindo a producé&o de NLRP3 inativo e das
formas precursoras das citocinas proé-inflamatorias, pro-IL-1p e pré-IL-18. Na segunda fase, o
NLRP3 se oligomeriza, recrutando a proteina adaptadora ASC e a pré-caspase-1, o que

resulta na ativacao da caspase-1 e na conversao das citocinas em suas formas ativas, IL-13
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e IL-18 (HARRINGTON; GURUNG, 2020; KIHEL et al., 2021). Assim, o inflamassoma NLRP3,
ao ser ativado, promove um estado inflamatério que pode ser essencial para a eliminacdo de
patdégenos, mas que também pode contribuir para a patogénese de doencas inflamatorias
crénicas (KIHEL et al., 2021). Estudos prévios indicam que componentes do veneno de
Crotalus durissus terrificus podem influenciar essa via.

Conforme demonstrado por Rego et al. (2022), a convulxina, uma lectina do tipo C-
like, presente no veneno, induziu a ativagao do inflamassoma NLRP3 em PBMCs humanos,
resultando na liberacdo de IL-1B8. No entanto, essa mesma toxina também estimulou a
producéo de IL-10, evidenciando um efeito imunomodulador duplo que pode tanto ativar a
resposta inflamatoria quanto regula-la.

Diante desse cenario, 0s PBMCs representam um modelo experimental relevante para
investigar interagdes imunolégicas mediadas por moléculas bioativas, como a CA. Essas
células incluem mondcitos, linfécitos T, linfécitos B e células NK, isoladas do sangue periférico
por técnicas de gradiente de densidade (MAECKER et al., 2012). A utilizagdo dos PBMCs
como modelo experimental se deve a sua representatividade da resposta imune sistémica e
a facilidade de manipulagédo em laboratorio (ZHENG et al., 2016). Além disso, essas células
sdo altamente responsivas a estimulos externos, permitindo a analise da producdo de
citocinas e da ativacdo de vias bioquimicas relevantes para doencas infecciosas e
inflamatoérias (DIVENUTO et al, 2023; KIP et al.,, 2018; MOHAMMADI et al., 2019;
MOHAMMADI et al., 2021).

Em funcdo do potencial imunomodulador do veneno de Crotalus durissus terrificus e
da relevancia dos PBMCs como modelo experimental, torna-se relevante avaliar seus efeitos
sobre a producao de IL-1B e IL-10. Assim, compreender a interacdo da CA com PBMCs pode
fornecer novas informag¢des sobre o potencial imunomodulador do veneno de Crotalus

durissus terrificus, assim como um novo mecanismo de agdo para a Crotapotina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTUDOS IN SILICO COM A TRIPANOTIONA REDUTASE DE LEISHMANIA
BRAZILIENSIS E CROTAPOTINA DE CROTALUS DURISSUS TERRIFICUS

Neste estudo, o modelo estrutural tedrico da Tripanotiona redutase (TR) de Leishmania
braziliensis (ID UniProt: A4H480) em complexo com a crotoxina (ID UniProt: 3ROL) foi gerado
utilizando o servidor web AlphaFold 3® (ABRAMSON et al., 2024). Devido ao fato de as
simulagdes serem realizadas com a enzima TRLb homodimérica em sua forma nativa, foi
essencial incorporar moléculas de NADPH, FAD e T[S]. em seus respectivos sitios de ligacao.

Para a validacdo da estrutura da Tripanotiona redutase de Leishmania braziliensis
(TRLDb), foi utilizado o modelo preditivo gerado pela versdo mais recente do AlphaFold 3. A
sequéncia de aminoacidos da TRLb foi submetida ao AlphaFold 3 web server para a predi¢éo
de sua estrutura tridimensional. A validagédo da estrutura predita incluiu trés etapas principais:

1. Sobreposicdo com estrutura cristalografica: a estrutura gerada pelo AlphaFold
3 foi sobreposta a uma estrutura cristalogréafica previamente resolvida, obtida no
Protein Data Bank (PDB), para avaliar a conservagao das estruturas secundarias.
Essa comparacéo foi realizada no software UCSF Chimera, destacando as alfa-
hélices e pontes dissulfeto.

2. Avaliacédo de confiabilidade do modelo: o AlphaFold 3 gerou um modelo colorido
com base na confiabilidade preditiva (pLDDT, sigla em inglés para predicted Local
Distance Difference Test). Cada residuo foi classificado em faixas de
confiabilidade: muito baixa (<50, vermelho), baixa (50-70, amarelo), alta (70-90,
azul claro) e muito alta (>90, azul escuro). Regifes de alta confiabilidade foram
priorizadas para andlises estruturais posteriores.

3. Mapa de erro posicional: um mapa de erro posicional esperado foi gerado pelo
AlphaFold 3 para indicar o desvio estimado na posicdo dos residuos. Areas em
verde representaram alto grau de confiabilidade, enquanto regides em branco
apresentaram menor precisao.

As andlises foram conduzidas com o objetivo de verificar a qualidade do modelo
estrutural gerado e identificar possiveis limitacdes associadas ao preditor. A validacdo
combinada do AlphaFold e da estrutura cristalogréfica serviu como base para os ensaios
subsequentes de interagdo proteina-proteina e dindmica molecular.

Nos ensaios de dinAmica molecular, a configuracao do sistema foi conduzida utilizando
a ferramenta CHARMM-GUI, posicionando a TRLb dentro de uma caixa de simulagdo com
uma distancia de 1,5 nm de cada borda, tomando o d&tomo mais distante em cada eixo
cartesiano como referéncia. Essa distancia garante que a distancia minima entre as moléculas

e suas imagens periédicas exceda o limite de interagcéo de Verlet (1,2 nm). A caixa gerada foi
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explicitamente solvatada utilizando o modelo de agua TIP3P. O pH do sistema foi ajustado
para 7,4, com base nos estados de protonacdo de residuos ionizaveis e tautdbmeros de
histidina calculados via servidor web APBS. Para neutralizar o sistema, algumas moléculas
de &gua foram substituidas por ions positivos (Na*) e negativos (CI7), distribuidos
aleatoriamente na caixa para alcancar uma forca i6nica de 150 mM. Ligac¢des envolvendo
atomos de hidrogénio foram restringidas utilizando o algoritmo LINCS. Além disso, as
simulac¢des incorporaram a Reparticdo de Massa do Hidrogénio (HMR), permitindo um
intervalo de integracao de até 4 fs (ABRAHAM et al., 2015).

As simulacoes de dindmica molecular (DM) foram realizadas utilizando o GROMACS
(GAO et al., 2021) e o campo de forca CHARMM36m (HUANG et al., 2017). Em seguida, foi
realizada a minimizacdo de energia pelo algoritmo do Steepest Descent, para eliminar
contatos inconsistentes e refinar a camada de solvatacdo na superficie acessivel ao solvente
da proteina, reduzindo a energia potencial do sistema para abaixo de 1000 kJ/mol/nm. O
sistema foi entdo equilibrado em um conjunto isocoérico-isotérmico (NVT) por 1 ns, gerando
velocidades de acordo com a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann com o termostato V-Rescale.
Isso foi seguido por um equilibrio em um conjunto isotérmico-isobarico (NPT) utilizando o
barostato de Berendsen a 1 bar (LIN et al., 2017).

Subsequentemente, duplicatas irrestritas de simula¢gdes de 100 ns foram conduzidas
utilizando o termostato Nose-Hoover (LI et al., 2022; PARRINELLO; RAHMAN, 1980).
Interagbes nao ligadas foram calculadas dentro de um raio de 12 A, utilizando uma funcéo de
transicdo entre 10 e 12 A. InteracBes eletrostaticas de longo alcance foram tratadas pelo
método de Ewald com malha de particulas. A simulagéo foi mantida a uma temperatura de
310,15 K e pressao de 1 bar.

Apos a simulagéo, a trajetéria foi analisada para extrair medi¢des do desvio quadratico
médio (RMSD) da cadeia principal, avaliando a estabilidade. Além disso, foi realizada uma
categorizacao refinada da trajetoria pelo método de agrupamento GROMACS (DAURA et al.,
1999). Este método foi baseado em um limiar de RMSD de 2 A para agrupar conformacdes
similares de forma eficaz, equilibrando a necessidade de diferenciacdo detalhada dos
agrupamentos e evitando categorizagfes excessivamente fragmentadas, garantindo, assim,

uma analise abrangente e criteriosa dos dados de trajetéria.
3.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DA CROTAPOTINA
3.2.1 Do veneno
O veneno da espécie Crotalus durissus terrificus utilizado no presente estudo foi obtido

no banco de venenos do Centro de Estudos de Biomoléculas Aplicadas a Saude
(CEBIio/FIOCRUZ-RO/UNIR). A atividade de acesso ao Patrimbnio Genético foi cadastrada
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no SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n° 13.123/2015 e seus regulamentos:
CGEN/CNPq 010627/2011-1, IBAMA 27131-2 e CEBio UNIR-FIOCRUZ-RO (registro CGEN
A4D12CB e IBAMA/SISBIO 64385-1).

3.2.2 Das analises cromatogréficas

Replicatas de 10 mg do pool do veneno seco foram solubilizadas em 1 mL de formiato
de aménio a 50 mM, pH 3,5 e centrifugadas a 755 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi
aplicado em coluna Sephadex G-75 (10 x 300 mm) equilibrada com o mesmo tampéo de
diluicdo, a um fluxo de 0,8 mL/minuto. As fracbes foram monitoradas na absorbancia de 280
nm, em sistema de cromatografia Akta Purifier 10® (GE Lifescience Healthcare), coletadas e
armazenadas em freezer a -20 °C. ApOs seca, a fragdo denominada F3, proveniente da
cromatografia de gel filtracdo, foi solubilizada em TFA 0,1% (solucdo A) e submetida a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) em coluna C-18 (25 mm x 4,6 mm,
Supelco), previamente equilibrada com a solucdo A e eluida sob gradiente 0 a 70 % de
solucéo B (acetonitrila 99,9 % e TFA 0,1 %) em 5 volumes de coluna, sob fluxo de 1 mL/min,
em sistema de cromatografia Akta Purifier 10° (GE Lifescience Healthcare). A eluicdo foi
monitorada em 280 nm (LAURE, 1975; MACEDO et al.,, 2025). A fragdo obtida da
cromatografia em fase reversa foi seca e recromatografada em DEAE-Sepharose (10 x 350
mm) em tampé&o de bicarbonato de amdnio 50 mM e pH 8,0.

3.2.3 Dosagem de proteinas

Foi utilizado o Kit DC Protein Assay, BIO-RAD, com a obtencéo prévia de uma curva
padrdo com diluicdes variadas de BSA (0,125; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,4 mg/mL). O ensaio foi
realizado adicionando 5 pyL das amostras com 25 pL de solugao alcalina de tartaro de cobre
(Reagente A) e 200 uL de reagente de Folin diluido (Reagente B) em uma placa de 96 pocos
seguido de incubagéo no escuro por 15 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotémetro
(Eon, BioTek) com absorbancia de 750 nm. As afericbes da amostra foram comparadas com

a curva padrdo gerada anteriormente. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

3.2.4 Eletroforese monodimensional

A eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 % (m/v) e 15% (m/v) na presenca de SDS
(SDS-PAGE) foi realizada em sistema descontinuo de pH, em condi¢des redutoras com a
presenca do agente redutor DTT; as amostras analisadas estavam na concentragdo de 15

png/mL. A metodologia foi previamente descrita por Laemmli (1970).
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3.2.5 Da identificag&o da proteina por MALDI-TOF2

A amostra foi solubilizada em 100 uL de 70% acetonitrila e 30% H20 (1% de TFA),
aproximadamente 1,4 mg de amostra. Em seguida, foram retirados 2 uL da amostra e
adicionados diretamente na placa de MALDI; esperou-se a secagem da amostra em
temperatura ambiente. Depois disso, foram adicionados sobre a amostra 2 uL da matriz
ionizante, &cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico; também se esperou a secagem em temperatura
ambiente. O preparo das amostras foi realizado em triplicata. Para calibrar o equipamento, foi
utilizado um mix de proteinas padréo na faixa de 700 Da a 3700 kDa. Ap6s secagem das
amostras com a matriz, a placa foi inserida no equipamento Autoflex, um espectrofotdmetro
de massas do tipo TOF/TOF da empresa BRUKER. Para realizacdo da analise, foi utilizado o
software FlexControl e, para o tratamento dos dados, foi usado o software flexAnalysis. Para
a aquisicdo de dados, o FlexControl foi configurado inicialmente para um ranger de detecgéo
de massas de 1 kDa até 20 kDa, de acordo com o tamanho das massas das proteinas na
amostra. A aquisicdo dos espectros de massa foi realizada no modo Linear positivo, com
adicdo de 10 mil espectros da amostra analisada. Foi utilizada a supressdo da matriz para
massas abaixo de 1 kDa. A configuracdo do equipamento foi: fonte de ion 1 em 19.50 kV,
fonte de ion 2 em 18.20 kV e a lente em 7 kV. A energia do laser foi de 70-85%. Para analise

dos espectros via software flexAnalysis, foram observados ions na faixa de 1 kDa até 20 kDa.

3.3 EXPRESSAO RECOMBINANTE E CARACTERIZACAO DA TRIPANOTIONA
REDUTASE DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS

O gene da TRLb foi inserido no vetor de expressdo pET28a(+), adquirido por meio da
empresa especializada Fastbio®, contendo etiqgueta de poli-histidina. Para replicacdo
plasmidial, este foi submetido a transformacdo em E. coli TG1 e sequente aplicacdo do
QlAprep Spin Miniprep Kit para extragdo e a concentragdo determinada por
espectrofotometria. Para a expressédo, o plasmideo foi transformado em E. coli BL21DE3
eletrocompetente, cultivada em meio de cultura LB suplementado com canamicina 25 pug/mL
até atingir D.O de 0,6 em 600 nm a 38 °C. Na sequéncia, foi adicionado a cultura o indutor
IPTG 1 M, cultivado por 4 h e centrifugado sob refrigeracdo a 4 °C. Para a lise celular, foi
adicionada lisozima 100 mg/mL e aplicada sonda ultrass6nica com amplitude de 40% por 10
minutos (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e novamente centrifugada. O sobrenadante foi
submetido a purificacdo por cromatografia de afinidade com resina de Ni?*, sendo utilizados
sistemas tamponados (TRIS 20 mM, pH 8,0) contendo diferentes concentragdes de imidazol
(10 mM para o equilibrio da coluna, 30 mM para lavagem e 500 mM para eluigdo) com fluxo
de 1 ml/minuto, monitorado em 280 nm. A concentracdo proteica foi determinada por

espectrofotometria utilizando o kit DC Protein Assay. A fracdo coletada foi submetida a
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eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12,5% em condi¢des redutoras, conforme
Laemmli (1970).

3.4 AVALIACAO DO EFEITO INIBITORIO DA CROTAPOTINA

O calculo do percentual de inibicao foi realizado através da equacao:
100 x (%) = Atividade (%) (5)

Sendo que “a@” representa o valor de absorbancia na presenca do composto teste, e
“b” representa o valor de absorbancia na auséncia do composto de teste. A atividade inibitéria
da Crotapotina sobre a LbTR foi determinada através da medida da metade da concentragcdo
inibitéria maxima (ICso). Os valores de ICso foram calculados utilizando o modelo de regresséo

nao linear disponivel no programa GraphPad Prism 9.4:

= TiFx 6

O ensaio de inibicdo enzimatica foi realizado pré-incubando a enzima com as toxinas
em varias concentragdes, de 100 yuM a 200 yM por 5 minutos antes da adicao de T[S].. O
controle, sem qualquer inibidor, foi considerado como 100% de atividade enzimatica. As
condi¢cbes da reagdo foram mantidas em 300 pL de volume final contendo a enzima (0,04 uM)
na presenca de tampao HEPES 40 mM e EDTA 1 mM a pH 7,5, NADPH 0,15 mM, DTNB 25
UM, DMSO < 0,1% e 1 pM T[S].. O aumento da absorbancia a 412 nm foi monitorado durante
um periodo de 20 minutos a 28 °C.

3.5 ENSAIOS IN VITRO COM FORMAS AMASTIGOTAS DE LEISHMANIA AMAZONENSIS

Parasitos da espécie L. amazonensis (cepa IFLA/BR/196/PH-8) foram obtidos de lesao
de hamsters infectados experimentalmente e cultivados em meio Schineider's e as formas
promastigotas estocadas em freezer a -70 °C — autorizagdo CEUA (IFLA/BR/1967/PH8).

Para transformacdo em formas amastigotas axénicas e realizacdo dos ensaios, as
formas promastigotas foram descongeladas e cultivadas em meio Schneider’s pH 7,2 a 26 °C.
ApoOs sete dias de cultivo, quando as promastigotas entram na fase estacionaria, a cultura foi
centrifugada por 10 minutos a 1000 RCF, ressuspendida em meio Schneider’'s pH 6,0 e
incubada a 32 °C. A mudanca de pH propiciou a transformagé&o das formas de promastigotas
para amastigotas. Apos sete dias de cultivo nessas condi¢gBes, foram obtidas cerca de 90%

de formas amastigotas. Com este procedimento, obteve-se reprodutibilidade no protocolo de
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transformacédo e evitaram-se variacdes a que podem estar sujeitos parasitos submetidos a
repiques multiplos de cultivo. A anfotericina B (AMB) foi usada como droga leishmanicida

controle na concentragao 0,2 pg/mL.

3.5.1 Ensaio de citotoxicidade por MTT

Os ensaios foram realizados em duplicata, utilizando-se placas de microcultivo de 96
pocos. Em cada poco-teste foram adicionados 90 pL de cultura na concentracdo de 1x108
parasitos/mL e 10 pL da Crotapotina na concentracdo de 20 pg/mL. Aos pocos do controle
negativo, adicionaram-se 100 yL de cultura na mesma concentracdo; no controle positivo,
adicionaram-se 90 pL de cultura e 10 uL de AMB na concentracdo de 0,2 pg/mL; no controle
de DMSO, adicionaram-se 90 pL de cultura e 10 pL de DMSO a 1% em agua de injecgéo.
Como branco, utilizaram-se apenas 100 yL de meio de cultivo. As placas foram incubadas por
72 h em estufa a 32 °C. Apoés este periodo, 10 pL de MTT (metil tiazol) 5 mg/mL foram
adicionados a cada pogo. Decorridas 4 h de incubacéo, adicionaram-se 100 pL de SDS (lauril
sulfato de sédio) 10% em isopropanol 50% para interrupgéo da reagéo colorimétrica do MTT.
Apés 30 minutos a temperatura ambiente, procedeu-se a leitura no leitor de placas no
comprimento de ondas de 570 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de
morte apds 72 h de incubacao. O célculo da porcentagem de morte foi realizado com base na
férmula abaixo, onde Abs é a média das densidades Opticas:

% morte = [(Abs Cn — Abs Ex)/ Abs Cn] x 100

3.6 ENSAIOS DE IMUNOLOGIA CELULAR
3.6.1 Comisséo de ética

O presente trabalho foi submetido a analise da comisséo de ética em pesquisa do
Centro de Pesquisas em Medicina Tropical (CEPEM) e aprovado para sua execucdo, sob
registro do CEP numero 70668423.2.0000.0011.
3.6.2 Isolamento de PBMCs humanos

O sangue foi doado por 18 voluntarios, autodeclarados saudaveis, que nao fizeram
uso de nenhum medicamento nas ultimas 48 h. Foram coletados 36 mL de sangue em tubos
de coleta a vacuo contendo heparina. Os PBMCs foram isolados pelo método de gradiente de

densidade conforme descrito por Rego et al. (2022) usando Histopaque 1077 (Sigma Aldrich).

O sangue foi suspenso em Histopaque na proporcdo de 1:1 e submetido a centrifugacao a
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400 x g por 30 minutos. A nuvem branca de PBMCs foi suavemente aspirada e
assepticamente transferida para tubos de centrifuga estéreis. Os tubos foram centrifugados a
1.500 rpm por 5 minutos para obtencdo das células; apds centrifugacdo, o pellet de células
contendo os PBMCs foi lavado trés vezes com tampéao fosfato salino (PBS) 1X e cultivado em
meio de cultura RPMI estéril 1640 suplementado com 100 pg/mL de gentamicina, 2 mM de L-
glutamina e 10% de soro fetal bovino (FBS). Aliquotas dos PBMCs isolados foram usadas
para determinar o numero total de células utilizando camara de Neubauer, apos coloracdo

celular (1:20, v/v) com solugéo de Turk 0,1% (Sigma Aldrich).

3.6.3 Ensaio de viabilidade celular por citometria de fluxo

Os PBMCs humanos foram isolados conforme item 3.6.2. e 1x106 células foram
ressuspensas em RPMI suplementado com gentamicina (100 ug/mL), L-glutamina (2 mM) e
10% de soro fetal bovino em microtubos, com um volume final de 200 uL. Os PBMCs foram
estimulados com RPMI (controle negativo), paraformaldeido (PFA) 4% (controle positivo),
PMA (500 ng/mL), LPS (1 pg/mL), nigericina (15 ug/mL), apocinina (1 yg/mL), disulfiran (2
pg/mL) e Crotapotina (5 e 10 ug/mL) durante 1, 3, 48, 72 e 96 h. Apds o tempo de incubacao,
as células foram marcadas com anticorpos anti-CD3 (PE), antiCD-14 (PB450) e 7-
Aminoactinomicina D (7AAD) durante 20 minutos. Os PBMCs foram adquiridos em citdbmetro
de fluxo (Cytoflex S - Beckman&Coulter) com 50.000 eventos e analisados pelo software
FlowJo X. Células tratadas com PFA 4% foram utilizadas como controle positivo para o ensaio.

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando o software GraphPad Prism 8.0.

3.6.4 Quantificagdo de lactato desidrogenase

Os sobrenadantes foram coletados ap6s estimulos realizados conforme o item 3.6.3,
e armazenados a -20 °C para a quantificacdo de lactato hidrogenase (LDH) utilizando o kit
LDH Liquiform (LABTEST, BRASIL), de acordo com as instru¢des do fabricante. As leituras
de absorbancia foram realizadas utilizando o espectrofotdmetro BioTek Synergy HT Multi-
Detection (Winooski, VT) com comprimento de onda de 340 nm. Os resultados foram

expressos em U/L.

3.6.5 Determinacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) por espectrofotometria

Uma suspenséo de PBMCs (2 x 10°) obtida por isolamento e ressuspensa em solucéo
de Hanks (1,26 mM CacCl,; 5,33 mM KCI; 044 mM KH2PO4; 0,50 mM MgClz; 138 mM NacCl;
NaHCOs 4,0 nM; 0,30 mM NaHPO4; 5,60 mM C¢H1206) foi colocada em placas pretas para

gquantificacdo de ROS por fluorescéncia. Os PBMCs foram entdo incubados a 37 °C em
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atmosfera umida contendo 5% de CO, com solucdo de Hanks (controle negativo), PMA 500
ng/mL (grupo controle positivo) ou Crotapotina (5 e 10 yg/mL, grupo experimental). Apos 1,5
h e 3 h de incubacdo, foram adicionados 100 pL de uma solugdo contendo a sonda
fluorescente 2',7'-diclorodihidrofuoresceina diacetato (DCFDA) em 10 uM, diluida em solugao
de Hanks seguida de incubacéo por 30 min a 37 °C no escuro. A leitura foi realizada com
excitagdo de 485 nm e absorbéncia de 528 nm em um espectrofotdbmetro (Synergy HT,
Biotek). Os dados foram expressos como absorbancia (PIRES et al., 2017).

3.6.6 Determinacao da producdo de ROS por citometria de fluxo

O DCFDA foi utilizado para medir os niveis intracelulares de ROS por citometria de
fluxo. Para este ensaio, 1x10° de PBMCs foram ressuspensos em RPMI sem vermelho de
fenol, e as células foram incubadas com RPMI (controle negativo), PMA (500 ng/mL; controle
positivo) ou Crotapotina (5 e 10 ug/ mililitros) durante 1 h e 3 h. Apds incubagao, 100 pL de
DCFDA (10 uM), diluidos em PBS, foram adicionados em cada condicdo experimental e
incubados por 30 minutos a 37 °C, ao abrigo da luz. Em seguida, a marcagéo da superficie
celular foi realizada com anticorpo monoclonal PerCP anti-CD3 humano ou PE anti-CD14
humano, incubados por 30 minutos em gelo e protegidos da luz. Os PBMCs foram lavados
com PBS para remover anticorpos nao ligados, e as células adquiridas utilizando o citbmetro
de fluxo Cytoflex S (100.000 eventos). As andlises foram realizadas utilizando o software

FlowJo X (BD), e os resultados foram expressos em porcentagens.

3.6.7 Preparo de laminas para imunofluorescéncia

Os PBMCs (4x10° células/laminula), isolados conforme item 3.6.2, foram incubados
com RPMI (controle negativo), LPS (1ug/mL), nigericina (15 ug/mL) e Crotapotina (5 e 10
pg/mL) por 30 minutos. Apds incubagdo, as células foram adicionadas em laminulas
previamente tratadas com poli-L-lisina durante 15 minutos. Em seguida, as células foram
lavadas com tampao de lavagem PAB (PBS, 5 mg/mL de BSA e 0,5 mg/mL de azida de sédio)
e fixadas com paraformaldeido (PFA) a 4% por 20 minutos. As células foram novamente
lavadas e incubadas com 20 uL de acetona P.A. durante 5 minutos para completa
permeabilizacdo da membrana, e lavadas novamente com PAB, durante 5 minutos, para
reidratar. Em seguida foram adicionados 300 pL de soluc&o de bloqueio (PAB + 10% de SFB)
por 1 h, e, ap6s mais uma etapa de lavagem, iniciou-se a etapa de marca¢cdo com anticorpos
especificos. As células foram marcadas com os anticorpos primarios: Goat anti IL-1 (AF-401-
N-A) R&D (1:200) e Rabbit anti-GSDMD (G7422) SIGMA (1:100) overnight a 4 °C.

Posteriormente, as células foram lavadas e foram adicionados os seguintes anticorpos
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secundarios: Donkey anti-goat FITC (705-095-147) Jackson ImmunoResearch (1:200) e Goat
anti-rabbit Cy5 (A10523) Thermo (1:200) por 1 h em temperatura ambiente.

As laminulas foram lavadas trés vezes com tampéao de lavagem PAB, e foram entédo
incubadas com solucao de Faloidina-Alexa Fluor 647 (Invitrogen) (diluida 1:40 em PBS 1X)
por 30 minutos. Apos esse periodo, foi realizada nova lavagem com tampéo PAB, seguida de
incubag&o com DAPI (Sigma) (diluido 1:100 em PBS 1X) por 15 minutos. Por fim, as laminulas
foram lavadas uma vez com tampdo PAB, montadas em laminas com FluoromountTM
(Sigma), armazenadas em geladeira ao abrigo da luz e, posteriormente, analisadas em
microscépio confocal a laser Eclipse Ti — AX. Os filtros utilizados foram: DAPI (azul — nacleo

celular); IL- B (verde); Faloidina-Alexa Fluor 546 (vermelho) e gasdermina (GSDMD, rosa).

3.6.8 Quantificagdo de citocinas por EIA

Para este ensaio, 2 x 10° PBMCs ressuspensos em meio de cultura RPMI foram
incubados com RPMI (controle negativo), LPS (1 ug/mL; controle positivo) e Crotapotina (25
e 50 pug/mL) a 37 °C em atmosfera umidificada (5% CO-) por periodos de 1 h, 2 h e 4 h (para
IL- 1B) e periodos de 6 h, 12 h, 24 h e 48 h (para IL-10). Apés a incubagéo, as células foram
centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos e o sobrenadante coletado foi utilizado para a
quantificacdo dos niveis de IL-10 e IL-1[, por imunoensaio enzimatico especifico (EIA) de
acordo com as instrugdes do fabricante (BD OptEIA Human ELISA Set Cat.n.555157) para
gquantificacdo de IL-10 e (R&D Systems Cat. n. DY201 lote n. P180575) para IL-1B. Os

resultados foram expressos em pg/mL de cada citocina.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad 8.0 Prism. As
comparagfes entre os grupos foram realizadas pelo teste de ANOVA, seguido do teste
posterior de Tukey e de Dunnet, onde foram considerados estatisticamente significantes os

valores de p<0,05.



31
4 RESULTADOS

4.1 DOCAGEM MOLECULAR E DINAMICA MOLECULAR

O modelo estrutural apresentado foi gerado utilizando a versdo mais recente do
AlphaFold 3, considerando ndo apenas a interagcéo proteina-proteina, mas também todas as
condi¢des de protonacdo em pH fisiologico, além da presenca dos cofatores FAD e NAD. A
estrutura predita pelo AlphaFold 3 foi sobreposta a estrutura cristalografica previamente
resolvida, evidenciando um alto grau de conservagao das estruturas secundarias, como alfa-
hélices e pontes dissulfeto (figura 7). A sobreposicao revelou que as estruturas principais da
TRLb (representada em rosa) e da Crotapotina (representada em verde na predicdo do
AlphaFold 3) foram amplamente preservadas, com diferencas observadas apenas em uma
alca especifica da Crotapotina. O AlphaFold 3 também forneceu indicadores de confiabilidade
do modelo (pLDDT), com regibes apresentando confiabilidade variada, conforme

demonstrado na colora¢éo do modelo tridimensional e no mapa de erro esperado.

Figura 7 — Validacdo do modelo estrutural da interagéo entre TRLb
e Crotapotina gerado pelo AlphaFold 3
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Representacdo do modelo estrutural gerado pelo AlphaFold para a interagdo entre a TRLb e a Crotapotina,
considerando todas as condigdes de protonacéo em pH fisioldgico, bem como a presenga dos cofatores FAD e
NAD. (A) Sobreposicdo da estrutura cristalografica da TRLb (rosa) com a estrutura gerada pelo AlphaFold
(verde). As estruturas secundarias, incluindo alfa-hélices e pontes dissulfeto, foram conservadas, com variacéo
observada apenas em uma alga da Crotapotina. (B) Modelo tridimensional colorido pela confiabilidade do preditor
AlphaFold (pLDDT): regides com confiabilidade muito baixa (<50, vermelho), baixa (50-70, amarelo), alta (70-90,
azul claro) e muito alta (>90, azul escuro). (C) Mapa de erro esperado da posi¢cao dos residuos gerado pelo
AlphaFold. Regifes em verde indicam alto grau de confiabilidade na posicao dos residuos, enquanto areas em
branco mostram menor confiabilidade.

O complexo obtido contendo um dimero de TR e duas moléculas de Crotapotina (CA)
(figura 8) foi utilizado na geragéo dos arquivos de entrada para as simulagdes de dinamica
molecular. A TR é um homodimero com dois sitios ativos idénticos, formados pelos residuos

do dominio FAD e alguns residuos da interface de cada subunidade da TR. A fenda de ligacéao
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ao substrato esta presente na interface do dimero, uma vez que os aminoacidos do sitio ativo

séo contribuicdes de ambas as unidades (ALI et al., 2022).

Figura 8 — Previsdo de ligacao da Crotapotina a Tripanotiona redutase
de Leishmania braziliensis (TRLb)
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O modelo representa a TRLb (em salmédo) como um homodimero com a Crotapotina (em verde palido e
azul acinzentado) ligada em ambos os sitios ativos. (A) Representacdo de superficie mostrando o
posicionamento espacial da Crotapotina em relagcdo aos sitios ativos da TRLb. (B) Modelo em fita do
dimero da TRLb, com FAD, NAD e Crotapotina representados como superficies, indicando uma possivel
obstrucédo no acesso ao substrato. (C) Modelo em fita do dimero da TRLb complexado com FAD, NAD e
Crotapotina. (D) Mapa de intera¢ges destacando os principais residuos na interface TRLb-Crotapotina,
com ligacdes de hidrogénio representadas por linhas pontilhadas verdes e interag8es hidrofébicas como
projecdes vermelhas.

A simulacdo de dindmica molecular (DM) da TRLb em complexo com a Crotapotina,
realizada em duplicatas ao longo de 100 ns, foi avaliada para determinar a estabilidade da
interagdo e o panorama conformacional do complexo. As analises de desvio quadratico médio
(RMSD) da Crotapotina-A, da Crotapotina-B e da TRLb foram usadas como principais
indicadores de estabilidade, enquanto uma andlise de clustering foi empregada para identificar
as conformacdes estruturais predominantes do complexo.

Os perfis de RMSD (painel direito da figura 9) indicam uma ligacao estavel de ambos
os mon6meros de Crotapotina (A e B) a TRLb durante toda a simulacdo. Crotapotina-A e
Crotapotina-B apresentaram valores médios de RMSD em torno de 0,3 nm, com apenas
pequenas flutuacbes, sugerindo um engajamento estavel com as regides dos sitios ativos da
TRLb. A TRLb, por sua vez, manteve um RMSD préximo de 0,25 nm, evidenciando a
integridade estrutural da enzima na presenca da Crotapotina ligada. Esses resultados
implicam que a Crotapotina ndo induz distor¢des estruturais significativas na TRLD, refor¢cando

seu potencial como um parceiro de ligacao estavel.
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Para caracterizar melhor a dindmica estrutural, foi realizada uma analise de clustering
na trajetéria concatenada das simulacdes (200 ns), utilizando o método de clustering
GROMACS - o que resultou em 12 clusters distintos. Os cinco clusters mais populados séo
exibidos no painel esquerdo da figura, representando as estruturas centrais para cada um
desses estados conformacionais. O cluster 1 foi 0 mais populado, compreendendo 3.398
frames, com um RMSD médio de 0,189 nm em relacdo a estrutura centroid, sugerindo que
este cluster representa a conformagéo estavel dominante do complexo TRLb-Crotapotina.
Clusters 2 e 3, com 3.384 e 1.427 frames, respectivamente, também mantiveram baixos
valores médios de RMSD (0,193 nm e 0,183 nm), indicando alta similaridade estrutural e
estabilidade entre as conformacdes amostradas durante a simulacao.

Os clusters 4 e 5, embora menos populados, também apresentaram valores
relativamente baixos de RMSD (0,182 nm e 0,173 nm), contribuindo com configuragdes
adicionais estaveis para o conjunto conformacional do complexo. A presenca desses clusters
intimamente relacionados, com pequenas variacdbes de RMSD, destaca a estabilidade
estrutural e a resiliéncia da interacdo TRLb-Crotapotina em condicdes fisiologicas.

A distribuicdo e a estabilidade desses clusters sugerem que o complexo TRLb-
Crotapotina existe predominantemente em algumas conformacdes altamente semelhantes,
com a Crotapotina consistentemente ligada de forma a n&o perturbar a estrutura geral da
TRLb. Essa ligacao estavel sugere que a Crotapotina se associa efetivamente aos sitios ativos
da TRLb, atuando potencialmente como um inibidor estruturalmente estavel.
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Figura 9 — Andlise de estabilidade e conformacional do Complexo TRLb — Crotapotina
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Modelo em fita da TRLb (salm&o) com duas moléculas de Crotapotina (verde palido e azul acinzentado) ligadas
aos sitios ativos. Os cinco centros de clusters mais populados, extraidos da trajetoria concatenada das duplicatas
de 100 ns, estdo sobrepostos para ilustrar a diversidade conformacional da TRLb (A) e o comportamento estrutural
da Crotapotina, juntamente com os cofatores FAD e NADPH da TRLb (B). Perfis de RMSD mostrando a
estabilidade estrutural da Crotapotina-A (C), Crotapotina-B (D) e TRLb (E). Os valores de RMSD indicam que a
Crotapotina se estabiliza em torno de 0,3 nm, e a TRLb, em torno de 0,25 nm, corroborando uma ligacédo estavel
e minimas mudangas conformacionais ao longo do periodo de simulagdo. Cada gréafico destaca as curvas de
RMSD para ambas as duplicatas (linhas laterais), tragadas em torno de seus respectivos valores médios (linhas
centrais), com cores correspondentes a legenda de cada gréfico.

4.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DA CROTAPOTINA

Para a purificacdo da Crotapotina, subfigura “a”, foi empregada uma sequéncia
cromatogréfica iniciada pela cromatografia de exclusdo molecular em resina Superdex G75.
Observou-se a eluicéo de quatro fragGes, conforme descrito na literatura, sendo o terceiro pico
sugestivo para a crotoxina. Esta terceira fracdo foi recromatografada em coluna de fase
reversa e, diferente do perfil descrito na literatura, ndo foi observada a separacéo entre a
Crotapotina e a PLA;, subfigura “b”. Esta fracado foi recromatografada em coluna DEAE
Sepharose e foi observada a separagao da Crotapotina, subfigura “d”. Em funcao da alta
concentracdo do tampado bicarbonato de amébnio presente na amostra, esta foi
recromatografada em fase reversa, apresentando um pico purificado da Crotapotina, subfigura

“e”. Na figura 10 s&o apresentados os perfis cromatograficos obtidos em cada etapa.
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Figura 10 — Perfil cromatogréfico da crotoxina e Crotapotina em
diferentes técnicas cromatogréficas
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As figuras “a@”, “b”, “c”, “d” e “e” apresentam os perfis de fracionamento cromatografico para
obtengdo da Crotapotina. No eixo X, o tempo é medido em minutos; no eixo Y a direita, a
concentragdo do eluente B; e no eixo Y a esquerda, a densidade Optica expressa em AU (280
nm). No inserto “c”, estd o SDS-PAGE das fragdes apos RP-HPLC. (a) Perfil cromatografico
do pool de veneno de Crotalus durissus terrificus, mostrando quatro fragfes rotuladas de al
a a4. O terceiro pico (A3) foi sugestivo de crotoxina. (b) Perfil da fracdo a3 re-cromatografada
em uma coluna C18. As subunidades CA e CB nao foram isoladas. (c) A fracédo foi
recromatografada em uma coluna DEAE Sepharose, onde um Unico pico sugestivo de
Crotapotina foi observado. (d) Perfil sugestivo de Crotapotina ap6s recromatografia em uma
coluna C18.

O proximo passo envolveu a determinacdo das sequéncias de peptideos e a realizagédo
de andlise por espectrometria de massa MALDI-TOF2. Por ndo possuir sequéncia N-C-
terminal, os gaps da Crotapotina foram alinhados e mostraram homologia significativa com as
sequéncias de cadeias peptidicas de Crotalus durissus terrificus, corroborando a identidade
da proteina isolada. Na identificacdo por MALDI-TOF2, o &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico
foi utilizado como matriz de ionizacdo para identificar a molécula isolada como Crotapotina. O
espectro de massa gerado (figura 11) revelou um pico principal com m/z de aproximadamente
9412, correspondente a Crotapotina isolada, e um pico secundario em aproximadamente
4735, relacionado ao ion duplamente carregado (m/z2). O cromatograma e 0 espectro de

massa confirmam a presenca e a identidade da proteina analisada.
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Figura 11 — Espectrometria de massa MALDI-TOF2 da Crotapotina
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Espectro de massa obtido por MALDI-TOF2, utilizando &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico
como matriz de ionizagdo. O espectro apresenta um pico principal com m/z de
aproximadamente 9412 (a). A esquerda, observa-se outro pico em aproximadamente
4735 (b), correspondente ao ion com carga dupla (mz2).

4.3 EXPRESSAO RECOMBINANTE, PURIFICACAO E CARACTERIZAGAO DA TRLb

A cromatografia de afinidade em resina de niquel Ni-NTA apresentou dois picos. O
primeiro foi constituido de todo o material que n&o apresentou interagdo com a fase
estacionaria, sendo definido como “lisado bacteriano” (Pico A), e o segundo, denominado
TRLDb, constituido pelo material que ficou retido na coluna e teve a sua eluigdo ocasionada

apos a insercdo de 100% do tampéo de elui¢cdo imidazol 500 mM (Pico B).

Figura 12 — Perfil cromatogréafico da purificacdo da TRLb
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Perfil cromatogréfico correspondente ao fracionamento do produto da expressdo recombinante
proveniente da cromatografia de afinidade com resina Ni-NTA apds 4 h de inducao. No eixo X, o tempo
medido em minutos e, no eixo Y a esquerda, a densidade Optica expressa em UA (280 nm). A linha
verde corresponde a concentracao da solugdo tampao B, contendo 500 mM de imidazol. A fragdo A (O-
16 min) corresponde ao material sem afinidade com a resina. A fra¢cdo B (19-23 min) corresponde ao
material eluido apés aumento da concentragdo de imidazol (imidazol 500 mM). No inserto, SDS-PAGE
12,5% em condi¢Bes desnaturantes, sendo: (PM) Padrdo de massa molecular. Raia (1) Fracao
proveniente da cromatografia de afinidade sob condi¢des redutoras, apresentando massa molecular
relativa de 54 kD.
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Em funcdo do observado, constata-se que a primeira fracdo é proveniente do lisado
bacteriano e a segunda fracdo € composta pela Tripanotiona redutase recombinante, fato este
comprovado pela eletroforese monodimensional realizada com a respectiva fragcdo, onde é
possivel observar uma banda com aproximadamente 54 kDa (Inserto C) correspondente a
sua forma monomeérica, valor semelhante ao descrito na literatura de outras TRs (CLARK,
2001; MATADAMAS-MARTINEZ et al., 2019; SARAVANAMUTHU et al., 2004; TEIXEIRA et
al., 2014).

A atividade inibitoria da Crotapotina sobre a Tripanotiona redutase recombinante de
Leishmania braziliensis (TRLb) foi avaliada por meio de ensaios em microplacas com
diferentes concentracdes da proteina (0, 100, 150 e 200 uM). Os resultados, apresentados na
figura 13, mostram uma inibicdo parcial e dependente da concentragdo, com uma reducao
progressiva da atividade residual da TRLb a medida que a concentragdo de Crotapotina
aumenta. A andlise da resposta a dose determinou um ICs, de 223,5 uM (1C95%: 202,4 —
247,3), indicando que concentragdes relativamente elevadas de Crotapotina sdo necessarias
para alcancar 50% de inibicdo da TRLb. O ajuste da curva revelou um coeficiente de
determinacgéo (R?) de 0,9962, demonstrando a confiabilidade dos dados obtidos.

Figura 13 — Ensaio de inibicdo da Crotapotina na atividade TRLb
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Gréficos dos ensaios de inibicao da atividade enzimatica da Tripanotiona redutase recombinante de Leishmania
braziliensis (TRLb) pela Crotapotina. (A) Porcentagem de atividade enzimatica (Atv%) observada em diferentes
concentragdes de Crotapotina (0, 100, 150 e 200 pM), indicando inibigdo dependente da dose. (B) Curva de
ajuste para determinacéo do ICs,, com valor estimado de 223,5.

4.4 INIBICAO DAS AMASTIGOTAS AXENICAS

Os resultados mostram que o0 veneno demonstrou atividade inibitéria de
aproximadamente 39% sobre o crescimento das amastigotas de Leishmania amazonensis
gquando comparado ao controle anfotericina B (AMB), um medicamento conhecido por sua
eficacia contra parasitos. Isso indica que o veneno contém componentes que podem afetar

negativamente o crescimento do parasito. Além disso, a Crotapotina, isolada do veneno de
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Crotalus durissus terrificus, também exibiu atividade inibitéria significativa, com

aproximadamente 41% de inibicdo do crescimento das amastigotas, conforme figura 14.

Figura 14 — Atividade inibitoria da Crotapotina sobre formas
amastigotas axénicas de Leishmania amazonensis
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Efeito inibitério da Crotapotina sobre o crescimento da amastigotas de
Leishmania amazonensis. As células foram incubadas com 20 pg/mL (2,25
MM de Crotapotina) em pH final de 6.7 a 32 °C; apds uma semana de
tratamento, foi realizado o ensaio MTT. A anfotericina B (AMB) foi o controle
positivo (0.216 pM). A analise estatistica utilizando o teste ANOVA One-
Way apresentou valor significante de p<0,000 em relagdo ao controle
negativo (CN).

A analise estatistica realizada, utilizando o teste de analise de varidncia (ANOVA) de
uma via, revelou um valor de p<0,0001. Esse valor indica uma diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos testados, reforcando a eficacia tanto do veneno bruto quanto da

Crotapotina na inibicdo do crescimento do parasito.

4.5 ENSAIO DE VIABILIDADE DE PBMCS POR CITOMETRIA DE FLUXO

A avaliacdo da viabilidade celular é essencial na andlise de novos compostos
bioativos, especialmente em modelos como os PBMCs. Neste estudo, as células foram
tratadas com Crotapotina (CTP) nas concentracdes de 1,5 a 50 ug/mL, com e sem inibidores
(disulfiran — inibidor da formacéao de poros de gasdermina e apocinina — inibidor de NADPH
oxidase), por diferentes tempos (1 h, 3 h, 48 h, 72 h e 96 h), utilizando 7AAD para deteccdo
de morte celular por citometria de fluxo (figura 15).

Os dados demonstraram que, independentemente da concentracdo ou do tempo de
exposicao, ndo houve aumento significativo na permeabilidade de membrana em relagéo ao
controle negativo (RPMI). Somente o PFA 4% (controle positivo) apresentou diferenca
estatistica (p<0,05). Isso evidencia que a Crotapotina ndo compromete a integridade das
membranas celulares de PBMCs humanos, mesmo em altas concentragbes e periodos

prolongados de exposicao.
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Esses achados corroboram os resultados de LDH, discutidos na proxima secao, e
diferem do perfil observado nas amastigotas de Leishmania amazonensis, onde houve
inibicdo parcial do crescimento parasitario. O baixo impacto citotéxico da Crotapotina em

PBMCs, associado a sua acao seletiva sobre o parasito, refor¢a seu potencial para aplicacdes
terapéuticas com segurancga imunoldgica.

Figura 15 — Efeito da Crotapotina sobre a viabilidade celular de PBMCs humanos
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Os ensaios foram realizados nas condigbes RPMI (controle negativo), PFA 4% (controle positivo) e Crotapotina
(50 e 25 pg/mL). Os dados representam a média de tres doadores independentes.

4.6 PRODUCAO DE LDH

O ensaio de liberacdo de LDH foi utilizado como marcador adicional de citotoxicidade.
PBMCs tratados com Crotapotina (25 e 50 pg/mL) apresentaram niveis de LDH semelhantes
ao controle negativo (RPMI), com auséncia de liberacdo enzimatica significativa. Nem mesmo
os estimulos com PMA e LPS alteraram o padréo de liberacdo da enzima (figura 16).

Estes resultados confirmam a auséncia de dano a membrana celular, demonstrando
gque a Crotapotina, mesmo em doses elevadas, n&o induz necrose ou lise celular. Os dados

reforcam o perfil seguro do composto em células humanas, sendo consistentes com os testes
de viabilidade celular da figura 15.
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Figura 16 — Ensaio bioquimico de LDH
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O sobrenadante das incubagdes de PBMCs foi coletado para a
quantificacdo de LDH liberado por espectrofotometria. Os dados
foram representados em U/L.

4.7 AVALIAGCAO DA PRODUGCAO DE ROS POR DCFDA

A producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada com o corante DCFDA
em dois tempos (1,5 h e 3 h), nas concentragdes de 25 e 50 ug/mL de Crotapotina. Nao houve
aumento estatisticamente significativo da fluorescéncia relativa em comparagéo ao controle
negativo (RPMI), enquanto o controle positivo (PMA) apresentou aumento esperado (figura
17).

A auséncia de inducéo de ROS indica que a Crotapotina ndo gera estresse oxidativo
notavel em PBMCs, ao contrario de compostos que ativam vias inflamatérias ou citotoxicas.
Esses dados sdo coerentes com o0s ensaios de LDH e viabilidade, sugerindo que a proteina

nao desencadeia lesdes intracelulares por via oxidativa.

Figura 17 — Ensaio de DCFDA

DCFDA 1,5h DCFDA 3h
0.3 0.3+
T [ CN *
Hl PMA
0.2 @ CTP 25 0.2
£ =3 CTP 50 E T
a T 8 T
¥ 0.1 - ¥ 0.1
0.0 T T 0.0 .
N N3 )
& 0,3" 0,3@ D 0,3" 63"

O ensaio de dosagem de ROS foi realizado com PBMCs humanos (2x10°) de trés doadores
diferentes (3 Ns) estimulados com RPMI (controle negativo), PMA (1 pg/mL; controle positivo),
Crotapotina na concentragdo de 25 ou 50 pg/mL por 1,5 he 3 h a 37 °C e 5% de CO2. Os valores
sdo a média e o erro padréo de trés doadores. * p<0,05 em comparagédo com o controle negativo
(os dados foram apresentados com ANOVA seguido de pos-teste de Dunnett).
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4.8 AVALIACAO DA PRODUCAO DE ROS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Complementando o ensaio anterior, a producao intracelular de ROS foi quantificada
por citometria em subpopula¢des CD3+ e CD14+ (figura 18). O tratamento com Crotapotina
(25 e 50 pg/mL) néo induziu aumento de ROS em nenhum dos tempos analisados. Inibidores
como disulfiran e apocinina reduziram os niveis de ROS nos grupos estimulados com LPS e
nigericina, confirmando sua atividade.

Esse resultado reforca que a Crotapotina ndo ativa mecanismos inflamatoérios
mediados por estresse oxidativo. Comparando com os dados de ativagdo de inflamassoma
por nigericina, que provoca aumento robusto de ROS, a Crotapotina apresentou perfil mais

regulador, o que € interessante para propostas imunomoduladoras.



Figura 18 — Producéo de ROS intracelular, mensurado por citometria de fluxo
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A determinacdo de ROS em 1 x 10 © células CD3+ e CD14+ com DCFDA foi quantificada por citbmetro
de fluxo seguido de estimulagcdo com RPMI sem vermelho de fenol (controle negativo), PMA (500 ng/mL;
controle positivo), LPS (1 pg/mL), nigericina (10 pg/mL), disulfiran (15 pg/mL), apocinina (15 pg/mL) e
Crotapotina (25 e 50 pug/mL). O ROS foi determinado em PBMCs apds a adigdo de DCFDA (10 uM), e a
fluorescéncia do DCF foi determinada no citdmetro de fluxo Cytoflex S (Beckman Coulter). Os resultados
foram expressos em % de células produtoras de ROS e representam a média + SEM de 3 doadores.
*p <0,05 comparado ao controle negativo (os dados foram apresentados com ANOVA seguida de pés-

teste de Tukey).
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4.9 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA

A andlise morfoldgica por imunofluorescéncia demonstrou que os grupos tratados com
Crotapotina mantiveram a integridade do citoesqueleto (Faloidina) e do nucleo (DAPI), sem
evidéncias de condensacdo ou fragmentacdo nuclear, caracteristicas tipicas de apoptose.
Esse achado refor¢ca os dados de viabilidade e LDH, indicando que a Crotapotina n&o induz
morte celular por apoptose ou necrose.

Nos grupos tratados com nigericina (controle positivo para ativagdo do inflamassoma
NLRP3), foi possivel observar a reorganizacdo citoplasmética, associada ao aumento da
expressdo de gasdermina D (GSDMD) e IL-1B, marcadores classicos da piroptose e
inflamacao (figura 19). A coloracdo mais intensa nesses grupos evidencia a formacao de poros
e a liberagéo de citocinas pro-inflamatérias, corroborando o papel da nigericina como potente
ativador do inflamassoma.

Por outro lado, nos grupos tratados com Crotapotina, mesmo nas concentragées mais
elevadas, a expressdo de GSDMD e IL-18 foi significativamente menor em relagdo ao grupo
estimulado com nigericina. Quando combinada com os inibidores disulfiran (bloqueador da
formacéo de poros via GSDMD) ou apocinina (inibidor da NADPH oxidase), observou-se uma
reducdo ainda mais acentuada desses marcadores (figura 20). Tal efeito sinérgico reforca a
hipotese de que a Crotapotina atua como um agente modulador da ativacao do inflamassoma,
especialmente da via mediada por NLRP3.

Este padréo é consistente com os dados dos ensaios de ROS, LDH e citocinas, que
apontam para um perfil regulador da Crotapotina, capaz de interferir em vias inflamatorias
sem desencadear danos estruturais ou morte celular significativa. Ao modular positivamente
a expressao de IL-10 e restringir a ativacdo exacerbada do inflamassoma, a Crotapotina
demonstra potencial para uso terapéutico em cenarios de inflamacgéo descontrolada.

Além disso, o fato de a modulagcédo ser observada tanto na presenca quanto na
auséncia de inibidores sugere que a Crotapotina pode agir de forma independente — ou

complementar — as vias classicas de controle da piroptose.
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Figura 19 — Ensaio de imunofluorescéncia
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Os PBMCs humanos (2x10°) foram incubados com RPMI (controle negativo), LPS (1 pg/mL; controle positivo),
nigericina (ativador de NLRP3) a 10 uyg/mL e Crotapotina (25 e 50 ug/mL) em trés condigbes: sem inibidor; com
disulfiran, inibidor da formagao de poros de GSDMD (15 pg/mL); e com apocinina, inibidor de NADPH oxidase (15
pg/mL). Foram utilizados anticorpos primarios (Goat anti IL-1 3 e Rabbit anti-GSDMD) e anticorpos secundarios
(Donkey anti-goat FITC e Goat anti-rabbit Cy5). O marcador Faloidina-Alexa Fluor 647 foi utilizado para coloragao
do citoesqueleto e o nicleo foi corado com DAPI. As observacdes foram feitas para determinar a expresséo e a
localizagdo dessas moléculas sob diferentes condigfes de tratamento.

Figura 20 — Andlise estatistica do ensaio de imunofluorescéncia
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As analises foram realizadas por imunofluorescéncia apés 1 h de incubagdo com Crotapotina
(25 e 50 pg/mL), na presenca ou auséncia dos inibidores disulfiran (inibidor da formagéo de
poros mediados por GSDMD) e apocinina (inibidor da NADPH oxidase). Os grupos-controle
incluiram meio RPMI (negativo), LPS + nigericina (positivo) e LPS isolado. Os resultados
estéo expressos como média + desvio padrao da densidade Optica relativa dos marcadores
fluorescentes. A Crotapotina reduziu significativamente a expresséo de IL-18 e GSDMD
guando comparada ao grupo positivo (nigericina), especialmente quando combinada com os
inibidores, indicando uma possivel interferéncia na ativagéo do inflamassoma e na formacéo
de poros inflamatérios. A resposta foi dose-dependente para ambas as proteinas, sob
diferentes condi¢des de tratamento. * indica p<0.05p em comparacao ao controle. # indica
p<0.05 em comparacgao entre grupos tratados.
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4.10 LIBERACAO DE IL-10 E IL-18 ATRAVES DO ENSAIO IMUNOENZIMATICO

O ensaio imunoenzimético revelou que a Crotapotina induziu um aumento significativo
na producao de IL-10 em PBMCs humanos, com inicio a partir de 24 h e pico evidente no
tempo de 48 h, especialmente na concentragdo de 50 pg/mL (figura 21). A IL-10 é uma citocina
anti-inflamatéria fundamental na regulacdo da resposta imune, atuando na supressédo da
producdo de mediadores pro-inflamatérios e na preservacdo da homeostase imunolégica.
Assim, esses resultados sugerem que a Crotapotina apresenta um perfil imunomodulador

favoravel, capaz de estimular mecanismos de controle da inflamacéo.

Figura 21 — Quantificacdo da citocina IL-10
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O ensaio imunoenzimatico para IL-10 foi realizada com PBMCs humanos (2x10°) de trés doadores diferentes
(3 Ns) estimulados com RPMI (controle negativo), LPS (5 pg/mL; controle positivo), Crotapotina na
concentragdo de 25 ou 50 pg/mL por 6, 12, 24 e 48 h a 37 °C e 5% de CO2. Os valores sdo a média e o erro
padrdo de trés doadores. *p<0,05, em comparagdo com o controle negativo (os dados foram apresentados com
ANOVA seguido de pds-teste de Dunnett).

Paralelamente, a dosagem de IL-1B indicou que a Crotapotina também desencadeia
uma resposta inflamatdria inicial. Houve liberacao significativa dessa citocina nos tempos de
1 h e 2 h de incubacao, com queda acentuada nos niveis detectados apds 4 h (figura 22). A
IL-1B € um dos principais produtos da ativacéo do inflamassoma, e sua liberacédo precoce é
indicativa de resposta imune inata funcional. O retorno aos niveis basais em curto intervalo
reforca a ideia de um controle ativo dessa resposta, sem manutencdo de um estado

inflamatdério prolongado.
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Figura 22 — Dosagem da citocina IL-13
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Concentracdo de IL-13 em sobrenadantes de culturas de PBMCs humanos (2x10° células)
provenientes de trés doadores diferentes, apos estimulagdo com RPMI (controle negativo), LPS (5
pg/mL; controle positivo) e Crotapotina (25 ou 50 pg/mL) por 1, 2 e 4 h a 37 °C e 5% de CO,. Os
valores apresentados correspondem a media de trés doadores (n=3), e as barras de erro representam
o desvio padrdo da média (+DP). A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguida do p04s-
teste de Dunnett, com significancia estabelecida em *p< 0,05, comparando os grupos tratados com o
controle negativo.

Essa dindmica temporal — caracterizada por uma ativagéo inicial da via inflamatoria,
seguida pela inducdo de uma resposta anti-inflamatéria compensatoéria — revela um possivel
efeito duplamente modulador da Crotapotina. Ao induzir a produgdo de IL-1f de forma
transitoria e promover o aumento sustentado de IL-10, o composto sugere atuar na ativacéo
do sistema imune com um mecanismo autorregulador subsequente. Essa propriedade é
particularmente relevante para estratégias terapéuticas que visam ao controle de inflamacdes
sem imunossupressao continua.

Diferentemente de agentes como o LPS e a nigericina, que mantém niveis elevados
de IL-1B por periodos prolongados e ndo promovem estimulo significativo a IL-10, a
Crotapotina demonstra um perfil mais equilibrado, com potencial para modular a resposta
imune de forma segura. Isso a destaca como candidata promissora em cenarios clinicos que

exigem regulacao imunolégica sem risco de inducao crénica de inflamacao.
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5 DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS IN SILICO

A importancia da docagem molecular e da dinamica molecular reside na sua
capacidade de fornecer informacdes detalhadas sobre as interagdes moleculares, permitindo
a selecdo de compostos com maior potencial de inibicdo, a andlise da estabilidade das
interacBes ao longo do tempo e a compreensdo dos mecanismos de ligacdo. Essas técnicas
sao cruciais para a bioprospeccéo de inibidores eficazes e seletivos contra alvos terapéuticos,
como a TRLb, e podem fornecer uma base soélida para futuros estudos experimentais e
desenvolvimento de farmacos.

Os estudos de docagem sao amplamente utilizados em diferentes fases da descoberta
de medicamentos, especialmente para prever a estrutura do complexo ligante-receptor e para
classificar as moléculas do ligante com base na energia de ligacdo. Esses procedimentos sdo
fundamentais para identificar a posicdo de ligagdo mais energeticamente favoravel de um
ligante ao seu receptor. Para selecionar um candidato potencial, é essencial que as energias
livres de ligacdo sejam as mais baixas possiveis (MAAMRI et al., 2021; VENKATESAN et al.,
2010).

A Tripanotiona redutase (TR) € uma enzima fundamental no metabolismo redox dos
tripanossomatideos, apresentando uma estrutura altamente conservada entre as espécies
caracterizadas deste grupo (FIORILLO et al., 2022). As semelhancas estruturais incluem
aproximadamente 82% de similaridade entre espécies de Leishmania e mais de 80% entre
diversas espécies de Trypanosomatidae, como T. cruzi, T. brucei e Crithidia fasciculata
(BATTISTA et al., 2020).

A TR é um homodimero simétrico, com cada subunidade composta por trés dominios:
o dominio de interface (residuos 361-488), o dominio de ligagdo ao NADPH (residuos 161-
288) e 0 dominio de ligacdo ao FAD (residuos 1-160 e 289-360). O sitio de ligacdo da
Tripanotiona, que atua como substrato, esta localizado em uma grande cavidade na interface
entre as duas subunidades. Esta cavidade é formada pelos residuos do dominio de ligagcédo
ao FAD de um mondmero e pelos residuos do dominio de interface do outro mondémero
(BATTISTA et al., 2020; MAAMRI et al., 2021).

De acordo com Battista et al. (2020), essas regiées podem ser agrupadas em trés
modos principais de inibicdo: (i) competicdo com Tripanotiona, devido a ligacdo a ampla
cavidade TS2, compreendendo a maioria dos inibidores caracterizados; (ii) competicdo com
o NADPH, devido a ligacao a cavidade do NADPH; (iii) inativacdo redox de cisteinas, devido
a ligacdo de um metal a Cys52 e Cys57 no sitio catalitico.

O processo catalitico de reducdo da Tripanotiona envolve a transferéncia de dois

elétrons do NADPH para o FAD, que entdo reduz a ponte dissulfeto Cys52-Cys57. O substrato
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se liga a enzima e ao Cys52, que é desprotonado pelo par His461'-Glu466', realizando um
ataque nucleofilico & ponte dissulfeto da Tripanotiona, o que resulta na formagdo de um
dissulfeto misto. Em seguida, um ataque de Cys57 em Cys52 promove a liberacdo do
substrato reduzido (TURCANO et al., 2018).

A simulacdo de dindmica molecular € um complemento essencial a docagem
molecular, pois permite estudar a evolugdo temporal das interacfes entre as moléculas ao
longo do tempo. O fato de que as interagdes entre a CA e a TRLb se mantiveram estaveis ao
longo dos 100 ns de simulag&o, conforme evidenciado pelos baixos valores de RMSD (sigla
em inglés para root mean square deviation), é encorajador. Isso sugere que as interacdes
observadas durante a docagem molecular séo robustas e persistentes durante um periodo de
tempo mais longo, o que pode indicar a possibilidade de um potencial inibitério efetivo da CA
em relagdo a TRLb.

O conhecimento da dinAmica estrutural possibilita o desenho racional, a prospeccao e
a selecdo de potenciais inibidores da atividade desses parasitos. Foram encontrados estudos
de in silico para prospeccao de potenciais inibidores da Tripanotina redutase. No presente
estudo, os ensaios de docagem e dindmica molecular indicaram que a crotapotina interage
de forma simétrica tanto nas proximidades do sitio Z, especificamente nas regiées Phe399 e
Leu399, quanto no sitio hidrofébico, abrangendo as regifes V53, V58 e 1le106. As energias
calculadas foram -15,4 Kcal para Crotapotina A e 15,5 kcal para Crotapotina B. Corroborando
a docagem molecular, os resultados da dindmica molecular indicaram que as interacfes entre
as moléculas de Crotapotina (CA) e da TR nos sitios indicados se mantiveram estaveis ao
longo dos 100 ns de simulag&o de dindmica molecular, dados os baixos valores de RMSD.

As energias de ligacdo do presente estudo sdo proximas dos resultados de Maamri et
al. (2021), que obtiveram energias de ligacdo de -8,4 kcal/mol e -6,2 kcal/mol para os
compostos 3-metoxicarpachromeno e &cido masticadiendnico, respectivamente. Nesse
ensaio, 0 3-metoxicarpacromeno interagiu com trés ligacdes de hidrogénio (Glu466: 1,85 A;
His461: 2,58 A; Asn340: 2,44 A) e diferentes tipos de interagdes hidrofdbicas (M-Alquil, M-
sigma, lN-cétion e Alquil-alquil com Asn340, Arg472, Cys469, Thr457, lle339 e Ala343).

No estudo de Fiorillo et al. (2022), a triagem virtual revelou a existéncia de uma bolsa
alostérica proxima ao local de ligagdo do NADPH, onde a interacdo dos ligantes neste local
interfere na atividade da TR, dificultando o “movimento de abertura” necessério para permitir
a ligacdo do cofator. O segundo sitio de interacéo foi o sitio Z, localizado nas proximidades
da cavidade da Tripanotiona.

Diante do exposto, pode-se inferir que a Crotapotina apresentou resultados favoraveis
gue se alinham com estudos anteriores, como os de Maamri et al. (2021) e Fiorillo et al. (2022),
que também identificaram compostos com energias de ligacdo favoraveis e interacdes

estaveis com a TR.



49

5.2 PURIFICACAO DA CROTAPOTINA

A purificacdo das proteinas e posterior caracterizagdo é um passo fundamental na
compreensdo dos processos bioguimicos em que estdo envolvidas. Existem varios métodos
de separacgédo proteica com base em caracteristicas moleculares, mais ou menos especificas
de cada proteina. Esses métodos, isoladamente, sdo de modo geral insuficientes para a
obtencéo de elevados graus de purificacdo proteica, a partir de misturas complexas, sendo
habitualmente necessaria a associacao sequencial de dois ou mais métodos, com base em
critérios de separacéo diferentes (FALLON, 1987; LOUREIRO, 1991).

Nesse sentido, para a obtencdo da Crotapotina com elevado grau de pureza, foram
realizadas quatro sequéncias cromatograficas envolvendo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia: gel filtragcéo, fase reversa utilizando coluna C18, cromatografia por afinidade em

coluna DEAE-Sepharose e, por ultimo, uma recromatografia em coluna C18.

5.3 EXPRESSAO RECOMBINANTE DA TR E ATIVIDADE INIBITORIA DA CROTAPOTINA

A Tripanotiona redutase de Leishmania spp. é uma oxidoredutase dependente de
NADPH, importante para o metabolismo do tiol, essencial para a viabilidade do parasito. A
sua auséncia no hospedeiro mamifero torna essa enzima um alvo atraente para o
desenvolvimento de novos farmacos antileishmania (BAIOCCO et al., 2009; MITTAL et al.,
2005). Nesse sentido, o desenvolvimento de um protocolo bem estabelecido para a clonagem,
0 sequenciamento e a expressdo da TR na cepa BL21(DE3) de Escherichia coli tem sido
amplamente empregado, resultando em uma proteina sollvel, dimérica, com tamanho
aproximado de 54 kDa (SULLIVAN et al., 1989; TUNES et al., 2020).

Segundo essas informacdes, os resultados obtidos da expressdo recombinante e
purificagdo da TR apresentaram-se exitosos. O perfil cromatogréfico proveniente da
cromatografia de afinidade com resina Ni-NTA apés 4 h de indugéo resultou em uma proteina
com massa molecular relativa de 54 kDa e rendimento de 4 mg/L.

Como j& descrito neste trabalho, o processo de purificagdo cromatogréafico, quando
nao ajustado as propriedades da proteina, podera acarretar na perda de sua funcionalidade.
Dessa forma, é necesséario que a proteina recombinante seja submetida a ensaios de
atividade enzimatica para confirmar sua atividade.

Cunningham e Fairlamb (1995) observaram em seu estudo que os substratos de
dissulfeto de Tripanotiona e NADPH exibem cinética de saturacdo de Michaelis-Menten, com
comportamento semelhante a enzima obtida neste trabalho. A inibicdo prosseguiu até que um
equilibrio aparente entre enzima ativa/farmaco livre e complexo enzima-farmaco inativo foi

alcancado.
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Os resultados apresentados indicam que, embora a Crotapotina tenha demonstrado
potencial inibitorio sobre a TRLb, sua eficacia em condic¢des in vitro € limitada, exigindo altas
concentracdes para atingir niveis significativos de inibicdo. Essa baixa afinidade pela enzima
sugere que fatores estruturais podem dificultar a interacao efetiva da Crotapotina com o sitio
ativo da TRLb, como o tamanho ou a conformacdo molecular da proteina, aliados a
complexidade do sitio ativo da TR. Apesar do elevado ICso, 0 efeito observado confirma a
capacidade da Crotapotina de se ligar & TRLb e alterar sua atividade, ainda que de forma
moderada. Esse achado ressalta a importancia de otimiza¢gdes quimicas e estruturais em
derivados de Crotapotina para melhorar a afinidade e a eficicia, além de reforcar a
necessidade de estudos complementares para validar sua aplicabilidade como inibidor em

contextos mais préximos ao biolégico, como sistemas celulares ou modelos animais.

5.4 ATIVIDADE BIOLOGICA DA CROTAPOTINA SOBRE AMASTIGOTAS AXENICAS DE L.
AMAZONENSIS

Os resultados indicam que a Crotapotina tem uma atividade inibitéria moderada contra
Leishmania amazonensis, com uma inibicdo de 41%. Este resultado é significativo,
considerando que a Crotapotina ndo é uma substancia convencionalmente conhecida por
suas propriedades antiparasitarias. A anfotericina B, como controle positivo, mostrou alta
eficacia com 75% de inibigdo, confirmando a validade do ensaio. O DMSO, como controle
negativo, demonstrou resultados esperados com minima inibi¢ao.

Ja foram relatadas a acédo de outras frac6es do veneno de Crotalus durissus sobre
linhagens celulares de Leishmania spp. Passero et al. (2007, 2008) compararam a acao do
veneno de trés subespécies de Crotalus durissus — C. d. terrificus, C. d. cascavella (Cdca) e
C. d. collilineatus (Cdcol) contra amastigotas de Leishmania amazonensis. O veneno de C. d.
terrificus apresentou a maior atividade inibitéria entre as trés amostras (ICso de 4,70 £ 1,72
pg/mL). Dentre as fragdes isoladas, as mais ativas foram de Cdca, giroxina e crotamina, que
apresentaram valores de 1Cso de 3,80 + 0,52 pg/mL e 19,95 + 4,21 pug/mL, respectivamente.
A convulxina também inibiu a taxa de crescimento do parasito, embora este efeito ndo seja
dose-dependente. A crotoxina foi a fracdo menos eficaz, com um valor de ICso de 99,80 + 2,21
pug/mL. Em outro estudo, foi avaliado o efeito da PLA, de Cdca sobre formas amastigotas e
promastigotas de Leishmania amazonensis. Observou-se um aumento da taxa de
crescimento dos parasitos. Estudos in vivo mostraram que as promastigotas de Leishmania
amazonensis tratadas com PLA; aumentaram o tamanho das lesGes em camundongos
BALB/c, e a analise histopatolégica mostrou numerosas regides necréticas apresentando
maior densidade de células polimorfonucleares, mononucleares e amastigotas (PASSERO et
al., 2007, 2008).
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Em outro estudo, avaliou-se a atividade da PLA; contra macrofagos peritoneais
infectados por formas amastigotas de L. infantum chagasi. A avaliacdo da citotoxicidade
mostrou ICso de 98 pg/mL. Observou-se estimulacdo no crescimento dos parasitos e da
producado de H,O, e NO (BARROS et al., 2015). Katz et al. (2020) também avaliaram o efeito
de fragcbes de C. d. terrificus contra macrofagos infectados com L. amazonensis. A crotamina
apresentou o maior ICsp (25.65 + 0.52), enquanto a convulxina apresentou a menor agao ICsg
(52.7 £ 2.21). A crotoxina também foi avaliada por Valentim Silva et al. (2020). Esta toxina
aumentou o efeito da anfotericina B contra formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, diminuindo a toxicidade da droga em diferentes linhagens celulares, e induziu
a producdo de importantes citocinas Thl-like e NO por macréfagos infectados (VALENTIM
SILVA et al., 2020). A acdo de uma LAAO-I de Cdcol foi avaliada sobre parasitos de L.
infantum e L. amazonensis. Os ensaios de citotoxicidade revelaram ICso de 18,49 e 11,66
Mg/mL para Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum, respectivamente. Foi
observado que a LAAO-I aumentou significativamente a concentragdo intracelular de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e reduziu o potencial mitocondrial de ambas as espécies de
Leishmania e a capacidade do parasito de infectar macr6fagos em cerca de 70% (FREITAS
et al., 2023).

Observa-se que em nenhum dos estudos citados se avaliou a atividade da Crotapotina
contra parasitos de Leishmania. Somente no estudo de Oliveira (2022) foi avaliada a atividade
das isoformas desta proteina sobre L. amazonensis. A Crotapotina ndo apresentou inibicdo
sobre o crescimento parasitario na concentracao maxima (IC < 200 pg/mL) em comparacao a
pentamidina (3 pg/mL), com valor de p<0,05. Quanto a toxicidade, nédo foi observada contra
células HepG2 em concentracdes superiores a 500 pg/mL.

O valor de ICsp (concentracgédo inibitéria 50%) é uma medida crucial na farmacologia
gue indica a concentracao de um inibidor necessério para reduzir a atividade de uma enzima
em 50%. Valores baixos de ICso indicam alta eficacia do inibidor, o que é desejavel no
desenvolvimento de novos farmacos.

De acordo com os estudos apresentados, observa-se que ha escassez de pesquisas
voltadas a avaliar uma possivel atividade inibitéria da Crotapotina sobre cepas de Leishmania
spp. Dessa forma, os resultados obtidos neste trabalho apresentam informacdes inéditas
sobre sua acao in silico e in vitro contra Leishmania spp. No entanto, mais estudos s&o
necessarios para elucidar completamente seu mecanismo de acdo e otimizar sua eficacia,

especialmente em modelos in vivo.

5.5 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA DA CROTAPOTINA SOBRE PBMCS

Os resultados obtidos indicam que a Crotapotina, apesar da eficacia limitada nos

ensaios de inibicdo direta contra Leishmania, apresenta um perfil imunolégico relevante e
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seguro, com potencial para aplicacdo terapéutica em modulacdo da resposta imune. Nos
ensaios com PBMCs humanos, a proteina demonstrou ser biologicamente ativa sem induzir
efeitos toxicos em concentracdes de até 50 pg/mL e por periodos de incubagéo prolongados
(até 96 h). A auséncia de morte celular significativa, verificada tanto pelos baixos niveis de
LDH quanto pela manutencdo da integridade celular na citometria de fluxo com 7AAD,
demonstra que a Crotapotina ndo compromete a viabilidade das células imunolégicas,
condicdo essencial para candidatos a imunomoduladores.

Complementarmente, os ensaios de producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), realizados por dois métodos independentes (DCFDA e citometria de fluxo), mostraram
gue a Crotapotina nao induz aumento mensuravel na producdo de ROS em PBMCs. Essa
auséncia de estresse oxidativo destaca um importante diferencial da Crotapotina em
comparacdo com compostos inflamatorios classicos, como LPS e nigericina, que dependem
fortemente da geracdo de ROS para ativagdo do inflamassoma NLRP3. A Crotapotina, por
sua vez, parece atuar por mecanismos distintos e menos agressivos, 0 que é vantajoso em
cenarios terapéuticos que demandam controle da inflamag&o sem prejuizo as células do
hospedeiro.

No contexto da resposta imunoldgica, a leishmaniose é marcada por desequilibrio
entre ativagdo inflamatodria e regulagdo imune, sendo a IL-18 uma citocina central nesse
processo. A ativagcdo persistente do inflamassoma NLRP3 tem sido correlacionada com pior
prognoéstico da doenca (SANTOS et al., 2018), e estudos recentes indicam que a funcao da
gasdermina D (GSDMD), ao formar poros na membrana celular, favorece a perpetuacao do
processo inflamatério (SA et al., 2023). Nesse cenario, a Crotapotina demonstrou
comportamento pleiotropico interessante: induziu liberacdo precoce de IL-18 (1 h e 2 h),
porém com retorno aos niveis basais em 4 h, e, paralelamente, estimulou a producao
sustentada de IL-10, com pico as 48 h.

Essa cinética sugere que a Crotapotina pode promover uma ativacao inicial da
imunidade inata — essencial para reconhecimento e resposta frente a patégenos — seguida
por um mecanismo de autorregulacdo anti-inflamatorio, representado pelo aumento de IL-10.
O equilibrio entre essas duas respostas é desejavel em terapias para doengas infecciosas
cronicas, como a leishmaniose, nas quais a inflamag&do exacerbada contribui para o dano
tecidual. Ao contrario do LPS e da nigericina, que induzem liberacdo continua de IL-1B e ndo
estimulam IL-10, a Crotapotina demonstra um perfil mais regulado e compativel com
modulacgéo terapéutica.

O uso de disulfiran (inibidor da GSDMD) e apocinina (inibidor da NADPH oxidase) nos
ensaios funcionais revelou que a acdo da Crotapotina est, ao menos parcialmente, vinculada
a vias dependentes do inflamassoma NLRP3 e da formacédo de poros. A reducdo expressiva
na liberacdo de IL-1B e na expressdao de GSDMD nos grupos com inibidores sugere que a

Crotapotina pode interagir com essas vias, embora sua ativacdo pareca ser mais controlada
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€ menos citotoxica do que a provocada por agonistas classicos. Interessantemente, em
determinados casos, a formag&o de poros foi mais pronunciada quando a Crotapotina estava
associada ao disulfiran. Isso sugere a ativagdo de vias compensatérias ou mecanismos
alternativos de modulacdo da GSDMD, que ainda requerem uma analise mais aprofundada
para serem completamente compreendidos.

Os ensaios de imunofluorescéncia reforcam essa hipotese e mostram que, apesar de
ndo causar desorganizagdo evidente da estrutura celular, a Crotapotina modula a expressao
de GSDMD e IL-1B, sobretudo em combinagdo com os inibidores. Essa modulagédo sem
comprometimento estrutural sugere um papel regulador, e ndo destrutivo, da proteina. Além
disso, os baixos niveis de ROS e a auséncia de apoptose confirmam um efeito seletivo, 0 que
€ fundamental para manter a integridade funcional das células do sistema imune.

A literatura oferece suporte adicional para esse perfil imunomodulador da Crotapotina.
Estudos anteriores demonstraram seus efeitos anti-inflamatérios em modelos de inflamacgéo
aguda (LANDUCCI et al., 2000) e sua capacidade de interferir na ativacao de linfécitos T e na
liberacdo de prostaglandinas por macrofagos (GARCIA et al., 2003), mecanismos envolvidos
na regulacdo do microambiente inflamatoério. Esses dados, aliados aos resultados atuais,
indicam que a Crotapotina pode atuar como agente regulador da resposta inflamatéria,
promovendo ativagdo imune inicial com posterior resolucao controlada.

Por fim, embora a eficacia direta contra parasitos tenha sido limitada nos modelos in
vitro, os resultados in silico demonstraram interacéo favoravel entre a Crotapotina e a enzima
Tripanotiona redutase (TRLb), o que, somado ao seu perfil imunomodulador seguro, reforca
seu valor como protétipo para novas terapias imunomoduladoras. A dualidade funcional
observada — com estimulo inicial pro-inflamatério seguido por uma resposta anti-inflamatéria
reguladora — ja foi relatada em alguns componentes de venenos de serpentes, como a
crotoxina e suas subunidades, incluindo a prépria Crotapotina. No entanto, a caracterizacéo
detalhada dessa modulacao em células humanas primarias, com definicdo temporal clara da
liberacédo de IL-1B e IL-10, associada a investigacdo mecanistica com inibidores especificos,
representa um avango relevante na compreensdo do potencial imunomodulador dessas
toxinas. Esses achados reforcam a necessidade de mais estudos funcionais e estruturais para
elucidar os mecanismos envolvidos e explorar possiveis aplicacbes terapéuticas da

Crotapotina em condi¢des inflamatdérias e infecciosas crbnicas.
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6 CONCLUSOES

Os estudos conduzidos nesta tese demonstraram que a Crotapotina, componente da
crotoxina, possui propriedades relevantes tanto do ponto de vista molecular quanto do
imunoldgico. As andlises in silico indicaram forte afinidade da Crotapotina com a Tripanotiona
redutase de Leishmania braziliensis e estabilidade estrutural significativa em simulagbes de
dinamica molecular, sugerindo sua viabilidade como inibidor potencial. No entanto, os ensaios
in vitro revelaram eficacia limitada contra a enzima recombinante e amastigotas axénicas de
Leishmania amazonensis, o que evidencia uma lacuna entre o potencial tedrico e a atividade
pratica, reforcando a importancia de estudos adicionais para otimizacao estrutural e validacao
funcional.

Por outro lado, os ensaios imunolégicos com PBMCs humanos revelaram um perfil
imunomodulador promissor. A Crotapotina ndo apresentou citotoxicidade, ndo induziu
estresse oxidativo e manteve a integridade celular nos periodos avaliados. Além disso,
promoveu uma resposta pleiotropica de citocinas, com liberacdo precoce e transitoria de IL-
18 e aumento sustentado de IL-10, demonstrando sua capacidade de ativar e regular a
resposta imune de forma controlada. Essa combinacdo de efeitos — seguranga celular,
modulacéo inflamatoria e auséncia de agresséo oxidativa — posiciona a Crotapotina como
uma candidata relevante para terapias adjuvantes ou imunomoduladoras.

Embora sua acdo antiparasitaria direta precise ser aprimorada, os dados obtidos
evidenciam o potencial terapéutico da Crotapotina na 6tica da imunologia. Estratégias futuras,
como modificagBes estruturais, estudos de formulacdo e testes em modelos animais de
infeccdo, poderdo expandir seu escopo de aplicacdo. A convergéncia entre os achados in
silico, in vitro e imunoldgicos oferece uma base sélida para o avango da Crotapotina como

prototipo para novas abordagens terapéuticas em doencas infecciosas e inflamatorias.
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Literature Review on Crotalus durissus terrificus
Toxins: From a Perspective of Structural Biology and
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Abstract

Background: The venom of Crotalus durissus terrificus, as well as its fractions, has intrigued research
groups worldwide who are working to isolate, characterize, and find possible biotechnological
applications. A number of studies have elucidated that these fractions and their derivatives possess
pharmacological properties, which can enable the development of new drug prototypes with anti-
inflammatory, antinociceptive, antitumor, antiviral, and antiparasitic applications.

Objective: This review presents a systematic study on Crotalus durissus terrificus, the most notable
crotalid subspecies in South America, focusing on the composition, toxicological mechanisms,
structural aspects, and applications of the main venom toxins (convulxin, gyroxin, crotamine, crotoxin,

and their subunits).
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terrificus snake in canine mammary tumor cell lines
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Abstract

Background: Mammary gland tumors are the most prevalent neoplasm in intact female dogs, and
they are good natural models to study comparative oncology. Most canine mammary malignancies, as
in women, are commonly refractory to conventional therapies and demand continuous new
therapeutic approaches, Crotolus durissus femijicus, also called rattlesnake, has more than €0 different
proteins in its venom with multiple pharmaceutical uses, such & antiturnor, antiviral, and antimicrobial
action. Crotoxin, a potent B-neurctoxin formed by the junction of two subunits, a basic subunit [CB-
PLA;) and an acidic subunit (crotapoting, has already been reported to have anticancer properties in
different types of cancers.

Methods: In this work, we describe the oytotoxic potential of crotoxin and its subunits compared o
doxorubicin (drug of choice) in two canine mammary carcnoma cell lines,

Results: Crotoxin, CB-PLA;, crotalic venom, and doxorubicin decreased cell viability and the ability to
migrate in a dose-dependent manner, and crotapotin did not present an antitumoral effect. For all
compounds, the predominant cell death mechanism was apoptosis. In addition, crotoxin did not show
toxicity in normal canine mammany gland cells,

Condusion: Therefore, this work showed that crotoxin and CB-PLA; had cytotoxic activity, migration
inhibition, and pro-apoptotic potential in canine mammary gland carcinoma cell lines, making their
possible use in cancer research.

Keywords: Biological compounds; Comparative oncology; Crotalus durissus terrificus venom;
hWammary tumor,
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Abstract

The pursuit of novel treatment alternatives to address the accumulated resistance to antimicrobials
over the years has prompted the scientific community to explore biodiversity, particularly animal
venom, as a potential source of new antimicrobial drugs. Snake venoms, with their complex mixtures
of components, are particularly promising targets for investigation in this regard. The search for novel
molecules exhibiting antimicrobial activity against multidrug-resistant strains is of paramount
importance for public health and numerous research groups worldwide. High expectations within the
healthcare field are supported by the scientific literature, which highlights the potential development
of innovative drugs through in vivo and in vitro application, depending on dose titration. Snake
venoms and their molecules and peptides offer exponential possibilities for biotechnelogical
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Abstract

Plant peroxidases are enzymes with significant antioxidative properties and catalytic versatility,
making them valuable for various applications in biotechnalogy. However, their commercial use is
often constrained by inefficient production methods. In this study, we isolated and characterized two
peroxidase isoenzymes, TcPOX-1 and TcPOX-II, from Tabernaemontana catharinensis using scalable
plant cell culture techniques, offering a sustainable alternative to traditional enzyme production
methods. By successfully scaling up cultures from flasks to a 3 L bubble-column bioreactor equipped
with optimized aeration, aseptic conditions, and real-time monitoring, we enhanced peroxidase
production efficiency. Although biomass in the bioreactor was lower than in flask cultures, peroxidase
secretion per unit of mass was higher, demonstrating that the bicreactor conditions favored enzyme
production over cell proliferation. TcPOX-1 and Il were isolated via size-exclusion chromatography,
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Abstract

Background: Leishmaniasis is a neglected disease that mainly affects impoverished populations and
receives limited attention from governments and research institutions. Current treatments are based
on antimonial therapies, which present high toxicity and cause significant side effects, such as
cardiotoxicity and hepatotoxicity. This study proposes using crotapotin, isolated from Crotalus
durissus terrificus venom, as a potential inhibitor of the enzyme trypanothione reductase from
Leishmania braziliensis (LbTR).
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