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RESUMO

A tricomoniase € a infec¢cdo sexualmente transmissivel ndo-viral mais comum no
mundo e seu agente etioldgico é o protozoario Trichomonas vaginalis. Cerca de
70% dos individuos infectados pelo parasito sdo assintomaticos, o0 que a torna
uma doenca subdiagnosticada e de alta disseminacéo. Além disso, estudos ja
demonstraram correlacdo entre T. vaginalis e aumento do risco de cancer de
colo do Utero e de prostata, além da predisposicdo a aquisi¢cao e transmissao do
virus HIV. O tratamento é realizado utilizando farmacos da classe dos 5-
nitroimidazéis, porém ja foram reportados casos de resisténcia do parasito a
esses medicamentos (2,5%-10%), 0 que torna a busca por novos compostos
necessaria. Peptideos antimicrobianos sdo pequenas moléculas de proteina
produzidas por diversos organismos, cuja funcdo € proteger seu hospedeiro
contra patégenos. Ja foi demonstrado que a maioria possui mecanismo de a¢ao
em membranas celulares através de interacdes eletrostaticas, o que 0s torna
moléculas com baixa probabilidade de gerarem resisténcia e, portanto, com
potencial para o uso contra microrganismos. Baseado nisso, neste estudo
fizemos uma triagem de 40 peptideos sintéticos inspirados na natureza contra T.
vaginalis. Trés peptideos, FB5, FB7 e FB8 mostraram atividade potente e
seletiva contra o isolado da American Type Culture Collection (ATCC30236),
com ICs, de 0,65 uM, 1,5 uM e 0,6 uM, respectivamente. O ensaio de
citotoxicidade in vitro utilizando linhagem de células epiteliais vaginais humanas
(HMVII) revelou baixo efeito citotoxico dos trés peptideos. Ainda, no teste de
hemolise com eritrocitos humanos, os trés peptideos nao foram hemoliticos. Os
resultados mostraram o peptideo FB5 como o mais promissor, portanto foi
escolhido para os experimentos subsequentes e apresentou sinergismo com o
metronidazol e secnidazol. FB5 néo induziu a producéo de espécies reativas de
oxigénio nos trofozoitos, sugerindo que o mecanismo de acdo nao esta
relacionado a via REDOX. Resultados preliminares do ensaio de exposicdo a
fosfatidilserina mostraram que o FB5 induziu necrose e apoptose tardia, o que
requer uma investigacdo mais aprofundada usando microscopia eletrbnica.
Devido a0 aumento crescente da resisténcia e as falhas terapéuticas no
tratamento da tricomoniase, o0s resultados apresentam o0s peptideos

antimicrobianos como uma alternativa a ser investigada.



Palavras-chave: Trichomonas vaginalis, AMPs, peptideos antimicrobianos,

peptideos sintéticos, sinergismo, morte celular.



Activity of antimicrobial peptides against clinically relevant pathogenic

protozoa: search for new compounds for trichomoniasis

Trichomoniasis is the most common non-viral sexually transmitted infection in the
world and its etiological agent is the protozoan Trichomonas vaginalis. About 70%
of individuals infected by the parasite do not have symptoms, which makes it an
underdiagnosed and highly disseminated disease. In addition, studies have
already demonstrated a correlation between T. vaginalis and an increased risk of
cervical and prostate cancer, in addition to a predisposition to acquiring and
transmitting the HIV virus. Its treatment is carried out using drugs of the 5-
nitroimidazole class, however, cases of parasite resistance to these drugs have
already been reported (2.5%-10%), which makes the search for new compounds
necessary. Antimicrobial peptides are small protein molecules produced by many
organisms, whose function is to protect them host against pathogens. It has been
shown that the majority have a mechanism of action on cell membranes through
electrostatic interactions, which makes them molecules with a low probability of
generating resistance and, therefore, with great potential for use against
microorganisms. Based on that, in this study we screened 40 synthetic peptides
inspired by nature against the protozoan T. vaginalis. Three molecules, FB5, FB7
and FB8 showed potent and selective activity against the American Type Culture
Collection (ATCC30236) isolate, with I1Cs, of 0.65 uM, 1.5 uM and 0.6 uM,
respectively. The in vitro cytotoxicity assay using the human vaginal epithelial
cells (HMVII) revealed low cytotoxic effect of three peptides. In addition, in the
hemolysis test, the three peptides were not hemolytic. The results showed the
FB5 peptide as the most promising, so it was chosen for subsequent
experiments, where it showed synergism with metronidazole and secnidazole.
Moreover, FB5 did not induce the production of reactive oxygen species by
trophozoites, suggesting the mechanism of action not related to REDOX
pathway. Preliminary results on phosphatidylserine exposition assay showed that
FB5 induced necrosis and late apoptosis cell death types, which needs further
investigation using electron microscopy. Due to the increasing resistance and the
failures in the treatment of trichomoniasis, the results show antimicrobial peptides

as an alternative to be further studied.



Keywords: Trichomonas vaginalis, AMPs, antimicrobial peptides, synthetic

peptides, synergism, cell death.
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A tricomoniase é a infecgao sexualmente transmissivel (IST) n&o viral
mais comum no mundo, causada pelo protozoario Trichomonas vaginalis. A
maioria dos individuos (70-85%) infectados apresenta minimos ou nenhum
sintoma, o que facilita a transmissé&o e dificulta o controle da infecgédo (CDC,
2022). Os ultimos dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) mostram
que a incidéncia de tricomoniase € estimada em 156 milhdes de casos em todo
o mundo. No entanto, por ndo ser uma doenca de notificagcdo compulséria e
devido as dificuldades de diagndstico e tratamento este numero € subestimado
(VAN GERWEN et al. 2023; OMS, 2016). Além disso, a infec¢cdo por este
parasito esta altamente relacionada a uma maior facilidade na aquisi¢ao e
transmissao do HIV/AIDS (SORVILLO et al., 2001; MASON et al., 2005;
MCCLELLAND et al., 2007; KISSINGER E ADAMSKI, 2013) e outras ISTs,
aumento do risco de parto prematuro e baixo peso no neonato (COTCH et al.,
1997; SILVER et al., 2014; DASKALAKIS et al., 2023), doenca inflamatdria
pélvica, infertilidade e cancer cervical e de prostata (VIIKKI et al., 2000;
SUTCLIFFE, 2010; ZHANG et al., 2023).

Atualmente o unico tratamento com eficacia clinicamente demonstrada
para a tricomoniase sdo os farmacos da classe dos 5-nitroimidazoéis, como
metronidazol (MTZ), tinidazol (TNZ) e secnidazol (SNZ), sendo o MTZ a primeira
escolha para homens e mulheres (CDC, 2022). E importante ressaltar que o
tratamento deve ser realizado tanto pelo individuo infectado quanto pelos seus
parceiros para garantir a erradicagao do parasito. No entanto, a falta de adesao
e o0 uso errado dos farmacos sao responsaveis pelo aumento das taxas de
reteste positivo entre individuos diagnosticados com tricomoniase, e, por
consequéncia pelo aumento da resisténcia do parasito ao unico tratamento
disponivel. A falha do tratamento pode variar de 7 a 10% e ainda mais entre as
mulheres HIV positivo (KISSINGER et al.,, 2015). Um estudo recente com
isolados de T. vaginalis da Africa do Sul, em KwaZulu-Natal, revelou niveis de
resisténcia de 11%, 2% e 1% para MTZ, TNZ e SNZ, respectivamente. Escores
de resisténcia intermediaria foram 28% para MTZ, 18% para TNZ, e 24% para
SNZ (MTSHALI et al., 2022). De fato, a verdadeira proporgéo é desconhecida e
subestimada, pois a suscetibilidade ao MTZ de isolados de T. vaginalis é

realizada apenas em laboratérios especializados principalmente para fins de
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pesquisa. Neste contexto, a busca por novos compostos com atividade contra T.
vaginalis € extremamente necessaria.

Os peptideos antimicrobianos (AMPs), ou peptideos de defesa do
hospedeiro (PDH) sdo moléculas pequenas de proteina produzidas pelo
sistema imune inato de diversos organismos como forma de protecédo contra
patogenos (HERNANDEZ-FLORES et al., 2015). Diversos estudos na literatura
ja demonstraram que esses compostos possuem um amplo espectro e
potencial terapéutico, possuindo atividade contra bactérias, fungos e virus
(BARR et al., 1995). Além disso, os peptideos antimicrobianos tém uma grande
vantagem pois em sua maioria atuam em membranas biolégicas com base na
carga e na composi¢cao, rompendo as membranas das celulas nao hospedeiras
(GANZ & LEHRER, 1994; FIECK et al., 2010). Portanto, € mais dificil que os
microrganismos desenvolvam resisténcia a essas moléculas (BOPARAI &
SHARMA, 2019), o que as torna de grande interesse como candidatos a

farmacos para a tricomoniase.






1. Estado da arte
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a. Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis € um protozoario parasito unicelular, flagelado e
microaerofilico descoberto em 1836 pelo médico Alfred Donné (THORBURN
AL, 1974). O parasito existe somente na forma de trofozoito, cuja morfologia é
piriforme, com 7-30 ym de comprimento e cinco flagelos, sendo quatro
direcionados anteriormente e um posteriormente ao longo da membrana
externa da membrana ondulante, responsavel por sua motilidade caracteristica
(CDC, 2017). Além disso, o trofozoito conta com um axostilo, que consiste em
dezenas de microtubulos altamente organizados que ajudam no suporte e no
processo de divisao células (BENCHIMOL, 2004). T. vaginalis é desprovido de
mitocondrias, possui os hidrogenossomos que contém enzimas chaves que
participam do metabolismo do piruvato no processo de glicélise, formacao de
hidrogénio molecular além de serem responsaveis pela produ¢cdo de ATP e

captacao de calcio, ion importante na via secretora do parasito.

[ Flagelo

Membrana ondulante

Nucleo

Axostilo

Axoéstilo posterior
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Figura 1: Caracteristicas morfolégicas de T. vaginalis. Adaptado de
https://smart.servier.com/.

De acordo com a viruléncia do isolado, sua morfologia muda para
ameboide ao ser exposta ao tecido do hospedeiro para assim aderir
seletivamente as células epiteliais vaginais (CEVs) humanas, onde o parasito é
capaz de sobreviver por anos (FICHOROVA et al., 2009). Nestes casos, os
trofozoitos emitem pseudopodes que permitem a citoaderéncia e a aquisigao
de nutrientes necessarios para sua sobrevivéncia através da fagocitose de
bactérias, fragmentos de CEVs, espermatozoides e hemacias (HONIGBERG e
BRUGEROLLE, 1990). O parasito pode também formar pseudocistos ou formas
endoflagelares ao ser submetido a baixas temperaturas ou a condi¢des
estressantes, apesar de seu ciclo de infecgdo ndo necessitar de um estagio de
cisto, nesses casos serdo vistos no microscopio com morfologia esférica e sem
flagelos visiveis, pois eles sao internalizados, o que dificulta sua identificagao
(KUSDIAN & GOULD, 2014; HIRT, 2013; PEREIRA-NEVES et al., 2003).

O ciclo de vida de T. vaginalis é extremamente simples, uma vez que seu
unico hospedeiro € o ser humano e sua transmissdao ocorre através de
intercurso sexual. O parasito reside no trato genital feminino e uretra e préstata
de homens. A fissao binaria é a principal forma de divisao dos trofozoitos de T.
vaginalis, mas o parasito também pode gerar formas multinucleadas que podem
migrar ativamente nas células hospedeiras e das quais as células individuais
podem brotar (KUSDIAN & GOULD, 2014).

E importante enfatizar que o sucesso da adesdo dos parasitos nas
células epiteliais dos hospedeiros depende de diversos fatores, uma vez que o
ambiente que ele coloniza esta sujeito a mudancgas drasticas, como alteragao
de pH, microbiota, concentracdo de ferro de acordo com o ciclo menstrual
feminino, temperatura e resposta imune do hospedeiro (FIGUEROA- ANGULO
etal., 2012). O parasito também possui uma microbiota propria, abrigando duas
espécies de Mycoplasma e virus, que podem contribuir para sua patogenia
(FICHOROVA et al., 2017). Ainda que seu mecanismo de infecgado nao tenha
sido completamente elucidado, ja sdo conhecidos mecanismos de viruléncia do
protozoario para garantir sua permanéncia no hospedeiro e obtengcdo de

nutrientes, incluindo a alteracdo em seu citoesqueleto, que permite que sua
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morfologia passe de piriforme para ameboide ao entrar em contato com as
células epiteliais vaginais (CEVs). T. vaginalis € um parasito obrigatério, pois
nao tem a capacidade para realizar sintese de novo de varias moléculas,
particularmente purinas, pirimidinas e lipidios. Esses nutrientes sdo adquiridos
das secregdes vaginais ou por fagocitose de células hospedeiras e bacterianas
(PETRIN et al., 1998).

O metabolismo energético do T. vaginalis é baseado na degradacéao de
carboidratos enddgenos (glicogénio) e exdégenos (predominantemente glicose),
além de ser fermentativo, metabolizando-os no citoplasma e nos
hidrogenossomos através de vias fermentativas que funcionam tanto sob
condicbes anaerdbicas quanto aerdbicas (LINDMARK et al., 1989). Entre os
produtos deste metabolismo est&o incluidos acetato, lactato, malato, glicerol,
CO:2 e, sob condi¢des anaerodbicas, H2. Os carboidratos sao a principal fonte de
energia e, em condigdes em que este nutriente é limitado, o parasito sobrevive
através do fornecimento de aminoacidos como arginina, treonina e leucina
(PETRIN et al., 1998). Originalmente, acreditava-se que o hidrogenossomo
evoluiu de um endossimbionte bacteriano, mas agora se sabe que deriva de
mitocdndrias e é responsavel por parte do metabolismo energético do parasito.
Apesar de sua aparente simplicidade, o hidrogenossomo ¢é altamente eficaz e
expressa certas proteinas, como a piruvato ferredoxina oxidoredutase (PFOR),
succinil-coA sintetase (SCS), enzima malica e hidrogenase para a quebra de
piruvato e malato em diéxido de carbono e gas hidrogénio. Além disso, as vias
para o catabolismo de aminoacidos também estdo hospedadas nessa organela
(LINDMARK et al., 1989; PETRIN et al., 1998; LEITSCH et al., 2021).

Em relagcdo ao seu metabolismo lipidico, o parasito necessita de
colesterol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina e esfingomielina. O T. vaginalis
no entanto € incapaz de biossintetizar acidos graxos e colesterol a partir de
precursores, porém é capaz de incorporar, mas nao alterar a estrutura de acidos
graxos ou colesterol fornecidos de fontes exdégenas como meio de cultura e em
lipidios complexos (BEACH et al., 1989). Além disso, o parasito necessita de
adenina e guanina ou seus nucleosideos, além de timidina, citidina, uracila e/ou
uridina. No entanto, assim como para o metabolismo lipidico, é incapaz de
realizar a sintese de novo desses nucleosideos puricos e pirimidicos, portanto,

deve recorrer a vias de recuperacao. Neste caso a recuperagao de purinas é
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mediada por nucleosideo fosforilases e quinases, enquanto as
fosforibosiltransferases e nucleosideos quinases sao capazes de recuperar
pirimidinas (PETRIN et al., 1998). Outro fator essencial para seu crescimento,
multiplicacdo e para a manutencao da infeccao € a presenca de ferro, uma vez
que sua concentragao esta constantemente variando devido ao ciclo menstrual.
Paraisso, T. vaginalis conta com multiplos sistemas de captacao de ferro, como
o receptor de 136 kDa para ligar o holo-Lf do hospedeiro e receptores para
citocromo C, hemoglobina, heme e adesinas para eritrocitos e células epiteliais,
que séo as fontes de ferro (TORRES-ROMERO & ARROYO, 2009).

Sabe-se que a principal organela relacionada a morte por apoptose é a
mitocondria. No entanto, nos parasitos amitocondriados, como no caso do
parasito T. vaginalis, a morte celular ocorre através de maneira ndo necrética
semelhante a apoptose, a forma mais frequente de morte celular programada
(MCP). Estudos utilizando microscopia de epifluorescéncia revelaram varias
formas de condensagao da cromatina previamente descritas durante a MCP de
organismos mitocondriais comuns a apoptose e a paraptose. A distensao da
membrana celular e a particdo final do conteudo genémico em corpos
apoptoticos também foram descritas em células de T. vaginalis (CHOSE et al.,
2003). Nesse contexto as proteases semelhantes a caspases sao essenciais
no processo de apoptose, uma vez que clivam proteinas alvos para iniciar o
processo de morte celular através de vias altamente reguladas (PFEFFER e
SINGH, 2018). No entanto, nenhuma das proteinas diretamente implicadas nas
vias dependentes ou independentes de caspase foi descrita em T. vaginalis, o
que sugere que exista uma via molecular diferente pela qual o parasito sofre
MCP (CHOSE et al., 2003). Neste sentido, nosso grupo ja demonstrou
compostos cujo mecanismo envolve a parada do ciclo celular do parasito e
exibe um conjunto inédito de efeitos que falharam em preencher os critérios de
apoptose e morte semelhante a apoptose ja relatados em T. vaginalis,
sugerindo algumas semelhangas com células paraptéticas, MCP descrita para
organismos multicelulares (GIORDANI et al., 2012; WEBER et al., 2021; RIGO
et al., 2023).

b. Tricomoniase
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Trichomonas vaginalis € o agente etiolégico da tricomoniase, infeccéo
sexualmente transmissivel (IST) ndo viral mais comum no mundo, com
incidéncia de 156 milhdes de casos no mundo (VAN GERWEN et al., 2023;
OMS, 2016). Os humanos s&o o unico hospedeiro natural do T. vaginalis e a
transmissao ocorre de uma pessoa para outra por meio de relagdes sexuais. O
periodo médio de incubagao é de 5 a 28 dias, no entanto, a infeccao pode
persistir por periodos mais longos (TULCHINSKY et al., 2014). Quatro pontos
suportam a crenga de que o T. vaginalis é transmitido sexualmente, sendo a
evidéncia mais importante a alta taxa de infeccao da uretra e/ou prostata em
parceiros masculinos de mulheres infectadas. Nesses casos, a vaginite
recorrente foi curada somente depois que os parasitos foram erradicados do
trato genital desses pacientes. O segundo ponto é o fato de T. vaginalis ser
observado mais frequentemente em mulheres que frequentam clinicas de
doengas sexualmente transmissiveis (DST) e em prostitutas do que em
mulheres pds-menopausicas e virgens. Além disso, os trofozoitos morrem fora
do corpo humano, a menos que sejam mantidos em meios liquidos. A
transmissao nao sexual foi observada em casos de duchas, espéculos ou
assentos sanitarios contaminados, através dos quais os tricomonas podem
entrar na vagina, ja que os trofozoitos de T. vaginalis vivos foram encontrados
na urina e no sémen apos varias horas de exposi¢cao ao ar e na agua da piscina.
No entanto, tais casos sdo raros (PETRIN et al., 1998).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) gera periodicamente
estimativas para avaliar a carga global das quatro das infecgdes sexualmente
transmissiveis curaveis mais comuns, dentre elas a tricomoniase. Os ultimos
dados fornecidos datam de 2016 e as estimativas de prevaléncia de
tricomoniase foram de 5,3% e 0,6% em mulheres e homens, respectivamente
(OMS, 2016; ROWLEY et al., 2019). E importante enfatizar que apesar da alta
incidéncia, a tricomoniase ndo € uma doencga de notificacdo compulsodria e
também né&o esta incluida em programas de controle de DSTs na maioria dos
paises, inclusive no Brasil, o que a torna uma infeccéo negligenciada e com um
numero subestimado de casos (OLIVEIRA et al., 2016; AMBROZIO et al.,
2016). Além disso, outro desafio em estimar as taxas de infecgdo é a alta
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proporcao de infeccdes assintomaticas. Quando os sintomas ocorrem, eles sao
geralmente leves, manifestando-se como uma irritagdo geral e ou inchago do
trato urogenital e tecidos ao redor (PETRIN et al, 1998). Em homens
sintomaticos, a infeccdo esta associada a uretrite, epididimite, infertilidade e
funcdo espermatica reduzida (FICHOROVA, 2009).

A cronicidade da infeccdo esta associada a um atraso no inicio do
tratamento, com risco aumentado de desenvolver cancer do colo do utero
(LAZENBY et al., 2014) e cancer de préstata (HIRT e SHERRARD, 2015). A
tricomoniase também & um fator de risco para doenca inflamatdria pélvica,
parto prematuro, baixo peso do bebé ao nascer, complicagdes na gravidez e
infertilidade (VAN DER POL et al., 2008; SILVER et al., 2014; KISSINGER,
2015). No entanto, a consequéncia mais critica para os pacientes e para os
servigcos de saude € a capacidade do parasito em facilitar para a transmisséo e
aquisicdo do HIV (SORVILLO et al, 2001; VAN DER POL et al., 2008,
MAVEDZENGE et al., 2010; THURMAN & DONCEL, 2011; KISSINGER e
ADAMSKI, 2013). A infecgao pelo T. vaginalis gera uma resposta imune local
que causa a inflamacgao do epitélio e aumenta o recrutamento de células imunes
alvo do HIV, que associados a micro hemorragia no epitélio permitem o
aumento da carga viral na mucosa genital, aumentando consequentemente a
exposicao (KISSINGER e ADAMSKI, 2013).

O diagnodstico da  tricomoniase costuma  ser realizado
microscopicamente pela visualizagdo dos parasitos moéveis em secrecdes
uretrais, vaginais ou cervicais. Apesar de n&do ser o padrao-ouro, trata-se de um
meétodo simples, rapido e econdmico, principalmente quando comparado com
opgdes alternativas de diagndstico, incluindo cultura ou métodos moleculares
(BACHMANN et al., 2011). No entanto, devido a sua baixa sensibilidade, uma
vez que o parasito reduz sua motilidade quando fora do suas condi¢des ideais,
podendo ser confundido com células, como linfécitos, foi sugerido que qualquer
servigo de diagnostico que n&o possa garantir a capacidade de testar amostras
dentro de uma hora apds a aquisicdo deve usar métodos alternativos mais
sensiveis (STONER et al., 2013; GARBER, 2005). A cultura de T. vaginalis a
partir de amostras clinicas costumava ser o padrao-ouro para o diagndéstico
desse organismo, até 2015 (WORKOWSKI et al. 2015). Porém sua

sensibilidade era de 70-85% e necessitava de sete dias de incubagao para a
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liberagdo de um laudo negativo. Atualmente o padrdo-ouro sé&o os testes de
amplificacdo de acidos nucleicos (NAATs) (VAN GERWEN & MUZNY, 2019,
WORKOWSKI et al. 2021).

c. Mecanismos de patogenicidade

Embora a patogénese do T. vaginalis nao tenha sido completamente
elucidada, sabe-se que a colonizagdo bem-sucedida das membranas mucosas
e a manutencdo da infeccdo sao provavelmente favorecidas por diversos
mecanismos de viruléncia, como a ligagao e degradacdo de componentes da
mucosa e da matriz extracelular (MEC) e a adeséo e citotoxicidade as VECs e
células cervicais e prostaticas (MENEZES et al., 2016). Além disso, estudos
também relacionam a sua viruléncia com a sua microbiota prépria, ou como sao
chamados, seus endossimbiontes: espécies de Mycoplasma e virus
denominados de Trichomonasvirus tipos 1 a 5 (TVV1-5) (MERCER &
JOHNSON, 2018).

Por habitar um ambiente com muitas adversidades, o parasito precisa
contar com diversos mecanismos para mediar o contato com as células
epiteliais do hospedeiro evitando o ataque da resposta imune e para competir
pelo espago com a microbiota vaginal, para finalmente estabelecer a infeccao.
O sitio urogenital apresenta diversos fatores protetores que visam impedir a
colonizagédo por microrganismos patogénicos, portanto o parasito precisa ter
uma grande capacidade de adaptagdo para sobreviver a hostilidade do
ambiente, como pH acido, temperatura, presengca de microbiota vaginal
composta por lactobacilos, alteragdo hormonal ciclica, nutrientes escassos,
presenca de metal zinco toxico, flutuacdo de ferro e poliaminas necessarias
para sua sobrevivéncia e remogao através do fluxo menstrual. Assim, o T.
vaginalis produz diferentes fatores de viruléncia que permitem a aquisicao de
nutrientes necessarios e sua sobrevivéncia na regiéo (FIGUEROA-ANGULO et
al., 2012; MENEZES et al., 2016).

Devido a sua caracteristica extracelular, o primeiro passo para se

estabelecer no hospedeiro € a adesdo no revestimento epitelial do trato
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urogenital. O mecanismo de adesdo as mucinas permite que os trofozoitos
ganhem uma posigao temporaria antes da penetragcdo na camada mucosa e no
parasitismo final das células epiteliais subjacentes. Em seguida ocorre a
citoaderéncia, um processo complexo que envolve as proteinas de superficie
adesinas e glicoconjugados, além de proteinas do citoesqueleto, receptores
para proteinas da MEC (laminina, fibronectina e colageno) e processos de
transducao de sinal e autofagia. Cinco proteinas de superficie do parasito foram
caracterizadas como adesinas (AP120, AP65, AP51, AP33 e AP23) e séao
reguladas positivamente na presencga de ferro e durante a fixagdo as células
epiteliais vaginais. Além disso as adesinas participam dos mecanismos de
mimetismo molecular envolvidos na evasao imune e como receptores de
hemoglobina (Hb) e Heme (HERNANDEZ et al., 2014; FIGUEROA-ANGULO et
al., 2012). Enquanto as adesinas estdo concentradas no lado oposto a
membrana ondulante, as proteinas de ligacéo a laminina sdo onipresentes em
toda a superficie do T. vaginalis (CASTA E SILVA FILHO et al., 1988). A
laminina, uma glicoproteina localizada na membrana basal do epitélio, promove
a adesao celular, diferenciacdo, forma e motilidade em células normais, e
demonstrou ter propriedades quimiotaticas. Da mesma forma, T. vaginalis
possui receptores para outra glicoproteina de adesdo da matriz extracelular, a
fibronectina, que é secretada tanto na membrana basal quanto no soro
(PETRIN et al., 1998). As cisteina proteinases (CPs) localizadas na superficie
do parasito, como TvCP30 e TvCP62, lipoglicano (TvLG) e varios receptores de
ECM também estdo envolvidos na citoaderéncia. O lipoglicano de T. vaginalis
(TvLG) € um importante fator de viruléncia que medeia a interagdo parasito-
célula hospedeira por meio da ligagdo a galectina-1 humana. Como a
transformacao dos trofozoitos na forma ameboide € desencadeada apds a
ligacdo a VECs e MEC, a ligagao do tipo TVvLG a galectina-1 humana pode ser
importante (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012; MENEZES et al., 2016).

A citotoxicidade do parasito as células do hospedeiro pode ocorrer de
forma dependente de contato, que se inicia com a citoaderéncia do parasito
seguida de efeito de citotoxicidade que envolve uma cascata de eventos
resultando na citolise, fagocitose e desintegragdo das monocamadas celulares,
ou por uma via independente de contato, que requer multiplas moléculas

envolvidas no dano celular, como efetores citoliticos (FIGUEROA-ANGULO et
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al., 2012). Em relagdo aos seus simbiontes, o Trichomonasvirus (TVV) é um
virus de RNA de cadeia dupla e pode ser classificado nos tipos I-IV. O parasito
pode abrigar nenhum, um ou varios desses tipos. Sua presencga nos trofozoitos
pode aumentar a adesao as células hospedeiras e produgao de citocinas
inflamatdrias a partir das células hospedeiras, de maneira dependente de TLR3,
sugerindo que isso poderia aumentar a inflamagdo. O Mycoplasma hominis
associado ao parasito aumenta a taxa de crescimento e producdo de ATP do
parasito e contribui para a inflamacdo. No entanto ndo esta claro se as
respostas imunes aumentadas causadas pela presenga de Mycoplasma
hominis em T. vaginalis promovem a eliminagao do parasito ou contribuem para
patologias associadas a inflamag¢ao (MERCER & JOHNSON, 2018; da LUZ et
al., 2015).

O T vaginalis tem a habilidade de evadir a resposta imune do
hospedeiro, principalmente por habitar um nicho onde ha pouco sistema
complemento presente. O sangue menstrual representa a uUnica fonte de
complemento disponivel para a vagina e, curiosamente, sua atividade de
complemento é cerca de metade da do sangue venoso. Cerca de um tergo das
amostras de sangue menstrual ndo tém nenhuma atividade de complemento
(DEMES et al., 1988). Além disso, o ferro aumenta a expressao de CPs que
degradam imunoglobulinas e a por¢cao C3 do complemento na superficie do
organismo, permitindo que o parasito evite a destruicdo mediada pelo
complemento (ALDERETE et al., 1995; LEHKER & ALDERETE, 2000). Foram
relatados dois imundgenos de superficie (P270 e P230) envolvidos na variagao
fenotipica do parasito. Para P230, a variagdo fenotipica é baseada em
mudangas na acessibilidade do epitopo a ligacdo do anticorpo, embora a
molécula esteja localizada na sua superficie o tempo todo. Ja a expressao de
superficie de P270 esta relacionada a presenca de um virus dsRNA,
concentragao de ferro e fosforilagdo (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012).

O mimetismo molecular também ocorre em T. vaginalis decorando a
membrana do parasito com moléculas homdlogas as proteinas do hospedeiro
para evitar ser reconhecido como estranho pelo seu sistema imunolégico. O
protozoario é capaz de secretar proteinas soluveis altamente imunogénicas que
neutralizam anticorpos e linfécitos T citotéxicos, além de induzir a apoptose de
neutréfilos (LEHKER & ALDERETE, 2000; SONG et al., 2008).
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Outros mecanismos de patogenicidade s&o: fagocitose de diversas
células e microrganismos, incluindo glébulos vermelhos, leucécitos, células
epiteliais vaginais, bactérias, leveduras e particulas virais (PEREIRA-NEVES &
BENCHIMOL, 2007); hemdlise para a obtencéo de ferro a partir da hemoglobina
(HERNANDEZ et al., 2014); apoptose como forma de suprimir a resposta
inflamatdria ou imune no hospedeiro, favorecendo assim a sua sobrevivéncia e
a infeccéo cronica (FIGUEROA-ANGULO et al., 2012; MENEZES et al., 2016).

d. Tratamento

Atualmente o Uunico tratamento da tricomoniase com eficacia
clinicamente comprovada é realizado através da classe de farmacos 5-
nitroimidazois: metronidazol (MTZ), secnidazol (SNZ) e tinidazol (TNZ). Os trés
possuem idéntico mecanismo de acdo, e apresentam uma série de efeitos
colaterais que incluem sintomas do trato gastrointestinal, como nausea,
anorexia, vémito e gosto metalico ou amargo na boca (LAMP et al., 1999;
ANDERSSON, 1981).

As recomendacgdes de tratamento da tricomoniase para mulheres foram
baseadas em uma meta-andlise e um estudo randomizado multicéntrico de
mulheres maijoritariamente sintomaticas e sem infeccdo por HIV, que teve
metronidazol 500 mg 2 vezes/dia por 7 dias como o regime mais adequado
(HOWE & KISSINGER, 2017; KISSINGER et al., 2010). O tinidazol possui
melhor absor¢do e menos efeitos colaterais gastrointestinais quando
comparado ao metronidazol, no entanto é consideravelmente mais caro (VAN
GERWEN & MUNZY, 2019). O secnidazol € uma boa alternativa para pacientes
com dificuldade na adeséo do tratamento, uma vez que seu uso € de dose
unica, no entanto seu valor também é maior que o do metronidazol (MUZNY &
VAN GERWEN, 2022, Muzny et al. 2021).

Para homens o tratamento recomendado pelo CDC é uma dose unica
(2g) de metronidazol. No entanto, ndo existem muitos dados na literatura e
método ideal de tratamento em homens permanece pouco estudado, o que é
um grande problema ja que eles podem continuar a infectar parceira(s)
sexual(is) feminina(s) sem saber (VAN GERWEN et al., 2021). Por isso é
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essencial que seja realizado o tratamento do individuo diagnosticado
concomitante a todos os seus parceiros sexuais, além de serem aconselhados
a se abster de relagbes sexuais até que todos tenham sido tratados e quaisquer
sintomas tenham desaparecido (CDC, 2022).

Em relagcdo a tricomoniase em mulheres gestantes, uma revisdo da
literatura ndo encontrou risco aumentado de teratogenicidade com o uso de
MTZ (um farmaco de classe B) durante a gravidez, porém os outros farmacos
da classe nao foram avaliados (SHEEHY et al., 2015; VIEIRA et al., 2017). Para
mulheres com infecgao por HIV e T. vaginalis o tratamento deve ser feito com
metronidazol 500 mg via oral 2 vezes/dia por 7 dias (BALKUS et al., 2013). No
caso de mulheres gravidas e com infeccdo pelo HIV é necessario que o
tratamento seja iniciado imediatamente, ja que a infecgao por T. vaginalis € um
fator de risco para transmissao vertical do HIV (GUMBO et al., 2010; PRICE et
al., 2018).

e. Resisténcia

Desenvolvido em 1959, o MTZ foi aprovado para o tratamento da
tricomoniase no inicio da década de 1960 e foi o primeiro medicamento a ter
taxa de cura préxima a 100% com tratamento sistémico (COSAR & JULOU,
1959). No entanto, ja em 1962 comecaram os primeiros relatos de resisténcia
do parasito a este farmaco (ROBINSON, 1962). O grupo 5-nitro, quando
reduzido a um radical nitro dentro do parasito T. vaginalis, € responsavel pela
atividade antiprotozoaria (CUDMORE et al., 2004). A resisténcia de T. vaginalis
ao metronidazol é classificada como aerdbica ou anaerdbica. Na resisténcia
aerobica, vias de eliminagdo de oxigénio e possivelmente ferredoxina estdo
envolvidas. Essas vias ndo estdo implicadas na resisténcia anaerodbica, que é
impulsionada por uma reducdo ou cessacado da atividade de PFOR e
hidrogenase (CUDMORE et al., 2004).

A resisténcia aerdbica surge devido a deficiéncias associadas aos
mecanismos de eliminagcao de oxigénio da via de defesa antioxidante (ELLIS et

al., 1994). Embora os niveis aumentados de O2 e MTZ inativem as vias
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metabdlicas citosdlicas, as vias metabdlicas hidrogenossomais ainda sao
funcionais em isolados de T. vaginalis resistentes aerdbios. Isso é caracterizado
por taxas aumentadas de consumo de glicose e producdo aumentada de
acetato e CO2 (ELLIS et al., 1992). Ja a resisténcia anaerdbica tem sido
observada principalmente in vitro e induzida em condicdes de laboratoério, em
vez de surgir clinicamente (GRAVES et al., 2020) e se caracteriza pela
interrupcao de enzimas que participam da via de produgao de energia, como a
PFOR, NADH:FOR, Fdx. (LAND et al., 2001; RASOLOSON et al. 2002). No
entanto, a resisténcia total ocorre apenas quando as atividades de PFOR e
NADH:FOR sao perdidas (GRAVES et al., 2020). Outra via alternativa de
energia proposta em cepas resistentes de T. vaginalis contorna o PFOR e a
necessidade de passar elétrons para Fdx e envolve a enzima cetoacido
oxidorredutase (KOR), que, como o PFOR, pode reduzir o piruvato e outros
metabdlitos para atender as demandas de energia do T. vaginalis (BROWN et
al., 1999). Até o momento, os mecanismos exatos da resisténcia ao
metronidazol em T. vaginalis ndo sao totalmente conhecidos e pouco se sabe
sobre sua base molecular (KISSINGER, 2015). No entanto, acredita-se que
pode ser devido a varias mutagdes em alvos selecionados (PAULISH-MILLER
et al., 2014, BRADIC et al., 2017).

O mecanismo de resisténcia ao metronidazol em T. vaginalis decorrente
de falhas no tratamento ndo € bem compreendido (resisténcia aerdbica), ao
contrario da resisténcia induzida em laboratério sob pressdo crescente de
metronidazol (resisténcia anaerdbica). No ultimo caso, a fungao
hidrogenossdmica que esta envolvida na ativagdo do proé-farmaco,
metronidazol, é regulada negativamente. A reversdo a sensibilidade é
incompleta apds a remoc¢ao da pressdo do farmaco nos parasitos altamente
resistentes, enquanto os isolados clinicamente resistentes, até entao
analisados, mantém seus niveis de resisténcia na auséncia da pressao do
farmaco. Embora a resisténcia anaerdbica tenha sido considerada um
fendmeno induzido em laboratério, ela foi claramente demonstrada em isolados
clinicos (DUNNE et al., 2003).
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f. Peptideos antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos (AMPs), também chamados de peptideos de
defesa do hospedeiro (HDPs), sdo um grupo diversificado de proteinas
divididas em muitos subgrupos com base em sua composi¢ao, estrutura de
aminoacidos e outras propriedades. Essas moléculas representam um antigo
mecanismo de defesa do hospedeiro e servem como um sistema de defesa de
primeira linha que esta presente constitutivamente, mas pode ser aumentado
com inflamagéo e lesdo (YEAMAN & YOUNT, 2003; BOPARAI & SHARMA,
2020; IZADPANAH & GALLO, 2005). A descoberta dos peptideos ocorreu em
1939, quando Dubos extraiu um agente antimicrobiano de uma cepa de Bacillus
do solo (DUBOS, 1939). Desde entao, os AMPs foram detectados em todos os
organismos vivos multicelulares; além disso, foram descritos os efeitos
biolégicos e as composi¢cbes de aminoacidos de varias centenas de AMPs
(KYOUNG KANG et al., 2017). Além de suas propriedades antimicrobianas,
desempenham um papel central em processos intracelulares, como
angiogénese, respostas inflamatodrias, sinalizagdo celular e respostas de
cicatrizacao de feridas, o que os torna candidatos interessantes na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos (ZAIOU, 2007).

A composicdo de aminoacidos e o comprimento dos AMPs estudados
sao extremamente diversos e eles possuem diversas caracteristicas
estruturais, que sdo essenciais para sua atividade (KYOUNG KANG et al.,
2017). Com base em sua carga liquida, os AMPs podem ser categorizados
como catibnicos ou anidnicos (DEO et al., 2022). Em sua maioria séo
oligopeptideos de 5 a 100 aminoacidos com uma carga liquida positiva
(tipicamente +2 a +11) e uma proporcao significativa (tipicamente 50%) de
residuos hidrofobicos (BIN HAFEEZ et al., 2021). Suas estruturas secundarias
podem ter quatro arquiteturas que incluem: a helicoidal, fita B devido a presenca
de duas ou mais ligacdes dissulfeto, B-hairpin ou loop devido a presenca de
uma unica ligagao dissulfeto e/ou ciclizagdo da cadeia peptidica, e por ultimo,
estendida (BOPARAI & SHARMA, 2020). No entanto, alguns autores acreditam
que muitos peptideos antimicrobianos existam em conformacgdes relativamente

nao estruturadas ou estendidas antes da interagdo com as células-alvo,
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enquanto outros sdo mantidos em conformagbes especificas por ligagoes
intramoleculares (YEAMAN & YOUNT, 2003).

Peptideos antimicrobianos empregam mecanismos de acéao sofisticados
e dindmicos para efetuar atividades rapidas e potentes consistentes com seus
provaveis papéis na defesa antimicrobiana do hospedeiro, como por exemplo:
1. desestabilizacdo da membrana microbiana, 2. Efeito em alvos intracelulares
(LE et al., 2017), e 3. modulagao imune (KYOUNG KANG et al., 2017). No
entanto, distingbes bioquimicas entre os proprios peptideos, células-alvo
versus células hospedeiras e os microambientes nos quais essas contrapartes
se reunem provavelmente fornecem graus variados de toxicidade seletiva entre
diversos tipos de peptideos antimicrobianos (YEAMAN & YOUNT, 2003).

Peptideos que tem como alvo membranas celulares agem por meio de
interacbes eletrostaticas iniciais entre moléculas peptidicas carregadas
positivamente e a superficie celular carregada negativamente, seguidas por
interacdes hidrofdbicas entre o dominio anfipatico do peptideo e os fosfolipidios
da membrana. Os mecanismos pelos quais os AMPs podem atravessar as
membranas microbianas ndo sdo comuns a todos os peptideos e parecem
depender das propriedades moleculares de ambos, caracteristicas do peptideo
e composicao lipidica da membrana (HOLLMANN et al., 2018). Portanto, os
AMPs sao subcategorizados em dois tipos com base em seus mecanismos de
acao: destruidores de membrana e peptideos ndo direcionados a membrana
(COOPER & WILLIAMS, 1999).

Os mecanismos de acao propostos para a subsequente formacgéo de
poros sao os modelos “barril-stave”, tipo tapete, poro toroidal e agrupamento
de lipidios anibnicos, sendo que alguns AMPs atuam por meio de mais de um
mecanismo (HAFEEZ et al., 2021). O mecanismo "barril-stave" envolve trés
etapas. Na primeira etapa, os monémeros dissolvidos na solugao se ligam de
forma relativamente rapida a membrana. Em seguida, esses monémeros se
inserem na bicamada lipidica. Finalmente, na ultima etapa, os monémeros se
agregam em uma formagao semelhante a um barril, na qual é formado um poro
aquoso central cercado por proteinas. Este poro aumenta de diametro através
do recrutamento progressivo de monémeros adicionais (RAPAPORT & SHAI,
1991). O mecanismo do poro toroidal é semelhante ao modelo “barril-stave”,

mas difere no fato de que os peptideos estdo alinhados com os grupos de
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cabecas lipidicas, mesmo quando inseridos perpendicularmente na bicamada
lipidica, os poros formados sao transitorios e as estruturas formadas sdo menos
estaveis (LEONTIADOU et al., 2006). No modelo de tapete os peptideos se
ligam a superficie da membrana fosfolipidica até que uma concentracéo limite
seja alcangcada e, em seguida, a permeiam de maneira semelhante a um
detergente. A medida que os peptideos cobrem a superficie celular, buracos
transitorios sdo formados. Em contraste com o mecanismo “barril-stave”, o
mecanismo do tapete ndo requer uma estrutura peptidica especifica, nem a
formacao de canais estruturados (POUNY et al., 1992; TRIPATHI et al., 2022).
A atividade de agrupamento de lipidios anibnicos envolve a interagao
preferencial de AMPs catidnicos com lipidios carregados aniénicos, causando
a segregacao lateral desses lipidios dos zwitteribnicos, resultando na formagao
de defeitos de limite de fase entre os dominios lipidicos (SENGUPTA et al.,
2008). Apesar de todas as evidéncias relatadas, o mecanismo de agédo e
rompimento das membranas nédo € totalmente compreendido (BOPARAI &
SHARMA, 2020).

Alguns AMPs podem matar os microrganismos sem afetar a estabilidade
da membrana. Esses peptideos penetram diretamente nas células e interferem
nas atividades celulares essenciais, incluindo replicagdo do DNA, transcrig¢ao,
tradugéo, dobramento de proteinas e divisdo celular (PARK et al., 1998). A
inibicdo das vias intracelulares devido a captacao celular de AMPs pode ocorrer
por diferentes mecanismos, incluindo penetracido direta e endocitose
(NICOLAS, 2009). A membrana celular se dobra para dentro e forma vesiculas
que se assemelham a pequenas células cercadas por uma membrana. Uma
porcdo dessa membrana € revestida com proteinas caveolina ou clatrina, que
subsequentemente levam a formacao de cavidades. Por fim, as depressdes
formadas brotam da membrana em direcdo ao interior da célula e formam
vesiculas (MAYOR & PAGANO, 2007). Além desses efeitos antimicrobianos
diretos, recentemente foi demonstrado que os AMPs funcionam na modulacéo
imune do hospedeiro, muitas vezes aumentando a imunidade protetora e
suprimindo a inflamacao (HANCOCK et al., 2012).

Os AMPs estdo atualmente sendo explorados como terapias
alternativas, ja que muitos microrganismos estdo se tornando resistentes aos

farmacos atualmente usados, como é o caso da tricomoniase. Muitos desses
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AMPs demonstram acdo antimicrobiana ao direcionar multiplos alvos e
caminhos. A prevaléncia de peptideos naturais em diversas espécies indica
claramente a sua capacidade de inativar diversas espécies bacterianas em
varios bioambientes. A rapida acdo dos AMPs e seus mecanismos de agao
contra microbios suscetiveis podem nao permitir tempo suficiente para
desenvolver resisténcia, tornando-os melhores alternativas aos antibiéticos. O
potencial dos AMPs para aumentar a eficiéncia de matar e controlar infeccées
resistentes a medicamentos exige mais atencéo e pesquisa para abordar seu
baixo rendimento e estabilidade. Apesar das multiplas abordagens que podem
ser usadas para a producdo de AMP, ndo existe hoje nenhum método
padronizado que forneca de forma confiavel os altos rendimentos necessarios.
Mais pesquisas sdo necessarias para melhorar a producdo para um rapido
avango em estudos clinicos e comercializacdo (DEO et al., 2022). Assim,
estudos futuros sobre AMPs devem se concentrar em elucidar os determinantes
estruturais criticos e os mecanismos de atividade dos AMPs naturais e a
aplicacao dessas relagdes estrutura-funcdo ao design racional de AMPs
sintéticos para otimizar a atividade antimicrobiana e minimizar a toxicidade e os
custos de producao (STECKBECK et al., 2014).






M. Objetivos
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Objetivo geral
O objetivo geral desta dissertacdo foi avaliar elaborar um artigo de
revisdo demonstrando peptideos antimicrobianos que apresentaram atividade
contra protozoarios patogénicos e caracterizar a atividade in vitro anti-T.
vaginalis de peptideos sintéticos inspirados na natureza, visando o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para tratamento da

tricomoniase.

Objetivos especificos

1. Avaliar a atividade anti-T. vaginalis de peptideos sintéticos;

2. Auvaliar o efeito dos peptideos ativos na proliferacdo do parasito;

3. Investigar a citotoxicidade dos peptideos frente as linhagens celulares de
células epiteliais vaginais e eritrocitos humanos;

4. Testar a associacdo do peptideo mais ativo com metronidazol e
secnidazol;

5. Avaliar o efeito do peptideo mais ativo na producao de espécies reativas
de oxigénio pelo parasito;

6. Avaliar o tipo de morte celular e as alteragées morfolégicas produzidas

pelo peptideo mais ativo nos trofozoitos.



V. Capitulo |
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O texto completo do capitulo I, que no texto completo da disserta¢do defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 38-144, foi suprimido por
tratar-se de um manuscrito submetido para publicagdo em periodico cientifico. Consiste
em uma revisdo da literatura demonstrando os peptideos antimicrobianos com atividade
frente a protozoarios clinicamente relevantes, como amebiase, giardiase, tricomoniase,
doenga de Chagas, leishmaniose, malaria e toxoplasmose. A busca nas bases de dados

i3]

foi realizada utilizando termos como “antimicrobial peptides,” “peptides,” “AMPs,

“parasiticidal,”  “antiparasitic,” “antiprotozoal,” “amebiasis," “amoebicidal,”
“Entamoeba histolytica,” “giardiasis,” “giardicidal,” “Giardia duodenalis,”
“trichomoniasis,” “Trichomonas vaginalis,” “Chagas disease,” “antichagasic,”
“trypanocidal,”  “Trypanosoma cruzi,”  “Leishmaniasis,” “Leishmanicidal,”

“Leishmania spp.,” “malaria,” “anti-plasmodial,” “Plasmodium,” “toxoplasmosis, e
“Toxoplasma gondii" na base de dados PubMed. Como critérios de sele¢do, apenas
artigos que descrevem o peptideo antimicrobiano com atividade antiprotozodria e em
inglés foram incorporados nesta revisdo. Nao houve filtros por data de publica¢do ou
tipo de publicagdo, exceto para doenca de Chagas, malaria e leishmaniose (estudos
publicados desde 2010 até agora). Além disso, compilamos dados sobre tipo de
peptideo, sequéncia, fonte, concentragoes de ativos, e mecanismo de ag¢do em sete

tabelas.



V. Capitulo I
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O texto completo do capitulo 11, que no texto completo da dissertagcdo defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 146-172, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparagdo para publicacdo em periodico cientifico.
Consta da descrigdo da investigagdo da atividade de peptideos sintéticos frente a T.
vaginalis, bem como o efeito dos compostos mais ativos nos trofozoitos, avalia¢do de
toxicidade in vitro e in vivo, e possivel efeito na resposta de células vaginais. Os
resultados demonstraram que os compostos mais ativos foram o FBS5, FB7 e FBS com
valores de IC50 de 0,65, 1,5 e 0,6 uM, respectivamente. Os compostos ativos nao
apresentaram citotoxicidade frente a células epiteliais vaginais humanas ou atividade
hemolitica frente a eritrocitos humanos. O tratamento dos trofozoitos de T. vaginalis

com os compostos ndo induziu acumulo de espécies reativas de oxigénio.



VL. Discussao Geral
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Apods a inser¢gao do MTZ como tratamento da tricomoniase em 1962,
apenas trés anos foram necessarios para observar relatos de falha terapéutica
devidos a resisténcia. Além disso, a inexisténcia de surtos de resisténcia
corrobora para a hipotese de tolerancia natural em T. vaginalis a estes farmacos
(CONRAD et al., 2012). No final dos anos 90, foi relatado um aumento
acentuado de falhas no tratamento de infecgbes por T. vaginalis com
metronidazol, representando um problema devido as opcgdes limitadas de
tratamento (MARQUES-SILVA et al., 2021).

Além de amplamente distribuida pelo mundo, a tricomoniase foi
classificada pelo CDC/EUA como doenga parasitaria negligenciada, ou seja,
infeccdo considerada endémica em populacées de baixa renda, e apresenta
indicadores reduzidos de investimentos em pesquisa, producdo de
medicamentos e controle (SECOR et al., 2014). A incidéncia de resisténcia a
medicamentos em T. vaginalis parece estar aumentando e é necessaria uma
melhor vigilancia das falhas do tratamento. Medicamentos e tratamentos
alternativos foram testados in vivo em casos de tricomoniase refrataria, bem
como in vitro com alguns sucessos, porém nenhum farmaco com novo
mecanismo de agao foi aprovado, o que € altamente problematico (RIGO et al.,
2022).

Embora o foco tradicional dos programas de descoberta de antibioticos
em grandes empresas farmacéuticas (e em outros lugares) tenha sido centrado
na terapéutica de pequenas moléculas, uma nova classe de moléculas foi
proposta como uma fonte potencial de novos anti-infecciosos (ZASLOFF,
2002). Dada a resisténcia cada vez maior de varios patdégenos as terapias
antimicrobianas existentes, os AMPs recentemente atrairam grande interesse
como potenciais agentes terapéuticos (HAFEEZ et al, 2021). Algumas
caracteristicas desejaveis para os AMPs sdo: agao rapida e ampla a qual o
patdgeno tera dificuldade em desenvolver resisténcia, alta especificidade e, o
mais importante, originadas de diversas fontes, como bactérias; animais
invertebrados e vertebrados, bem como plantas. Além disso, os AMPs também
sdo capazes de modular a resposta imune (NOGRADO et al., 2022).

Considerando a busca de novas alternativas terapéuticas para o
tratamento da tricomoniase e o crescente interesse nos AMPs como uma classe

potencial de antimicrobianos, capaz de aumentar a imunidade, restaurar a
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poténcia ou amplificar os mecanismos dos antibidticos convencionais e
minimizar os mecanismos de resisténcia antimicrobiana entre patégenos, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade de peptideos sintéticos
contra o protozoario Trichomonas vaginalis e investigar seu potencial
mecanismo de ag¢ao no parasito.

Sendo assim, o Capitulo | dessa dissertacdo teve como objetivo fazer
uma revisao da literatura com todos os peptideos antimicrobianos testados
contra os seguintes protozoarios: Entamoeba histolytica, Giardia duodenalis,
Leishmania spp., Plasmodium spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi e
Trichomonas vaginalis. Como critérios de selegdo, foram incorporados na
revisdo apenas artigos que descrevessem o AMP, demonstrando atividade
antiprotozoaria e no idioma inglés, sem filtro de data de publica¢do ou tipo de
publicagdo, exceto para doenga de Chagas (Trypanosoma cruzi), malaria
(Plasmodium spp.) e leishmaniose (Leishmania spp.) (estudos publicados de
2010 até o momento). Esta revisao atualizou os principais achados sobre AMPs
contra protozoarios clinicamente relevantes e demonstrou que os peptideos
antimicrobianos apresentam caracteristicas favoraveis que os elegem como
uma classe potencial de compostos bioativos a serem pesquisados contra
parasitos humanos. Além disso foram comparadas as sequéncias de
aminoacidos dos peptideos ativos dos estudos, no entanto as tentativas de
alinhamentos para descobrir as posicdes conservadas desses aminoacidos nao
alcangaram nenhuma convergéncia, nem comparando todos os parasitos, nem
comparando em um unico parasito. Isto podem indicar que existe uma grande
diversidade de alvos o que também acarreta desafios no desenvolvimento de
novas moléculas contra esses parasitos.

O segundo capitulo desta dissertagao teve como objetivo a avaliagéo da
atividade anti-T. vaginalis de quarenta peptideos sintéticos, dos quais trés (FB5,
FB7 e FB8) apresentaram atividades promissoras, inibindo o crescimento dos
trofozoitos apds 24 horas de incubagdo com concentracio inibitéria minima
(MIC)<50 uM e ICs, de 0,65, 1,5 e 0,6 uM, respectivamente, sendo todos estes
valores inferiores aos obtidos para o atual farmaco de escolha para o
tratamento, MTZ (ICso = 1,64 pM). A influéncia desses trés peptideos no
crescimento dos trofozoitos de T. vaginalis também foi corroborada pelo ensaio

cinético com os respectivos valores de MIC, como observado na Figura 2 do
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segundo capitulo, apenas 2 horas s&o necessarias para total inibicdo do
crescimento no valor de MIC. Este tempo de 2 horas foi utilizado para a
incubacgao dos seguintes experimentos realizados no capitulo Il.

Devido ao mecanismo de ag¢ao de desestabilizacdo de membranas da
maioria dos peptideos antimicrobianos, muitos deles apresentam citotoxicidade
as células mamiferas. A atividade antimicrobiana seletiva resulta de um
delicado equilibrio entre interagdes hidrofébicas e eletrostaticas tridimensionais
entre um peptideo antimicrobiano e seu alvo (DATHE et al, 1996). A
citotoxicidade do FB5, FB7 e FB8 foi testada utilizando a linhagem celular
HMVII, constituida por células de melanoma maligno de epitélio vaginal, e em
seguida foi realizado o calculo de indice de seletividade (IS). Este calculo é feito
através da razao entre o CCso e 0 ICs0 do composto, ou seja, compara o
potencial citotoxico e o potencial parasiticida, indicando se toxicidade é seletiva
para o agente infeccioso ou ndo. Os peptideos apresentaram IS de 35, 7 e 16
para FB5, FB7 e FB8, respectivamente. Ainda ndo ha consenso acerca do que
€ considerado o valor ideal de IS, no entanto seguindo a definicdo de que para
uma molécula ser considerada seletiva, o IS deve ser maior do que 5,0 (GROGL
et al., 2013), nenhum dos trés peptideos apresentou citotoxicidade contra esta
linhagem de células epiteliais vaginais, um resultado bastante promissor. O FB5
foi o peptideo que apresentou o maior indice, com valor de IS superiores a 10
e, de acordo com Nava-Zuazo et al. (2010), apresenta eficacia biolégica, com
potente e seletiva atividade antiparasitaria, e assim, deve ser submetido a
estudos in vivo. Além disso, foi realizado o ensaio de hemolise, onde eritrocitos
humanos de doadores saudaveis foram incubados durante 24h com os
peptideos partindo da concentracao de 50 uM, e todos apresentaram menos de
15% de liberagdo de hemoglobina quando comparado com o controle positivo.
Devido a esses resultados e a limitagdo de peptideos para os ensaios
subsequentes, o FB5 foi selecionado para os demais experimentos deste
estudo.

Outro aspecto investigado neste trabalho foi a possivel associagéo entre
o FB5, o peptideo mais promissor, e os farmacos MTZ e SNZ frente ao isolado
Tv-LACM15, escolhido para este ensaio pela auséncia de endossimbiontes,
Mycoplasma hominis e Trichomonasvirus. Assim, além da notavel atividade do

peptideo FB5 o estudo demonstrou uma associagao sinérgica entre FB5 e MTZ,
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bem como FB5 e SNZ. Esse resultado indica que FB5 e os dois farmacos
testados agem por via diferente da que ja €& conhecida por apresentar
resisténcia, e o efeito sinérgico permite que doses mais baixas possam ser
administradas para obter o efeito desejado (MOHHAMADI-BERENJESTANAKI
etal., 2019). A possibilidade de diminuir as doses dos farmacos 5-nitroimidazois
permite uma diminuicdo nos seus efeitos adversos, além disso, devido as
limitadas opg¢des de tratamento para a tricomoniase, 0 uso combinado de
compostos é uma estratégia utii em um cenario de escassez de terapias
aprovadas (HUBNER et al., 2016). Outros estudos também demonstraram
resultados de sinergismo na atividade anti-T. vaginalis na combinagdo de
compostos com MTZ, como pode ser observado para tritrpticina (um peptideo
antimicrobiano de 13 residuos de amino acidos) e o composto metalico
derivado de 1,10-fenantrolina-5,6-diona (INFANTE et al.,2011; RIGO et al.,
2018).

Passou-se entao para a investigagao dos mecanismos de acao pelo qual
o FB5 leva o parasito & morte. E interessante que o mecanismo de novos
compostos testados seja diferente do mecanismo dos farmacos da classe dos
5-nitroimidazoéis atualmente aceitos para a terapia, pois um mecanismo
semelhante poderia gerar uma resisténcia cruzada e o novo composto seria
rapidamente descartado. Como foi visto na literatura, o principal mecanismo de
acgao dos peptideos é ligagdo as membranas celulares com base na carga e na
composi¢ao, portanto, a maioria rompe as membranas das células né&o
hospedeiras, causando estresse na bicamada lipidica que, por fim, leva a lise
da parede celular e a morte (FIECK et al., 2010). Para isso foi realizada a
verificagcdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelos
trofozoitos de T. vaginalis, quando tratados com o FB5, além da investigagao
do mecanismo de morte gerado, necrose, apoptose ou apoptose tardia.

A analise da indugao da producao de espécies reativas de oxigénio por
trofozoitos previamente tratados foi realizada e n&o houve efeito significativo,
indicando que este mecanismo nao esta envolvido na morte do parasito. Este
resultado é muito promissor, uma vez que a via redox € o mecanismo de agao
dos farmacos ja utilizados e apresenta fenémeno de resisténcia (DUNNE et al.,
2003).
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Seguindo esta investigacéo foi realizado o ensaio de Anexina V-FITC
(verde fluorescente) que se liga a fosfatidilserina exposta na membrana
plasmatica e o iodeto de propidio que detecta células mortas (vermelho
fluorescente). As células apoptoticas mostram fluorescéncia verde, as células
mortas mostram vermelha, e as células vivas ndo mostram fluorescéncia
detectada pela citometria de fluxo. Desta forma, o isolado ATCC 30236 exposto
ao FB5 apresentou principalmente tipos de morte celular necrética e apoptotica
tardia, com menor numero de trofozoitos em apoptose precoce. Estudos
realizados em bactérias indicam que a principal acdo dos AMPs envolve a
formagdo de poros da membrana. Por outro lado, estudos em células de
mamiferos mostraram que os AMPs podem promover a morte celular por
apoptose, causando danos as mitocondrias, autofagia ou necrose (PAREDES-
GAMERQO et al., 2012; WANG et al., 2022). Em organismos multicelulares e em
todos os protozoarios que abrigam mitocondrias, as vias que levam a morte
celular programada (PCD) estdo localizadas nas mitocondrias, no entanto
observamos que T. vaginalis apresenta um tipo de morte celular diferente da
classica, pois trata-se de organismo amitocondriado (CHOSE et al., 2003).
Nesses organismos, a "maquinaria de morte celular mitocondrial"
supostamente esta ausente, e os mecanismos que levam a morte celular ainda
precisam ser elucidados (MARIANTE et al., 2006). Portanto para melhor
compreender o mecanismo de morte do FB5 nos trofozoitos sera realizada a
microscopia eletrbnica, que permite a visualizacdo de pequenas modificacdes
ultraestruturais que acompanham a morte celular, incluindo lacunas no plasma
e/ou na membrana, inchaco dos hidrogenossomos e as primeiras fases de
condensagao da cromatina (GALLUZZI et al., 2018)
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Figura 1. Esquema representativo dos resultados obtidos a partir do

artigo de dados.
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Os resultados obtidos no desenvolvimento desta dissertagdo permitem

as seguintes conclusoes:

1.

Os peptideos FB5, FB7 e FB8 apresentaram atividade frente a isolados de
T. vaginalis;

Os peptideos FB5, FB7 e FB8 inibiram o crescimento do parasito, a partir
de 2 h quando testados na MIC;

Os peptideos nao apresentaram atividade hemolitica quando testados com
eritrocitos humanos;

Os peptideos apresentaram adequados indices de seletividade in vitro, com
destaque ao FB5 que apresentou valores superiores a 10, caracterizando-o
como promissor para seguir em testes in vivo;

Efeito sinérgico foi observado na associacdo de FB5 e MTZ e SNZ e o
peptideo ndo causou aumento das espécies reativas de oxigénio nos
parasitos, indicando mecanismo de agao distinto ao dos farmacos usados
no tratamento;

Caracteristicas semelhantes ao processo de morte por apoptose tardia e

necrose foram observadas nos trofozoitos apds tratamento com FB5.



VIlIl. Perspectivas
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Considerando o potencial tricomonicida de peptideos sintéticos
demonstrado no presente estudo, sugerem-se as seguintes perspectivas:

a) Analisar a ultraestrutura de trofozoitos tratados com FB5 através de
microscopia eletrénica de varredura e transmisséo;

b) Determinar MIC e ICso do peptideo FB5 para outros isolados clinicos

frescos de T. vaginalis.
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