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RESUMO

ESTUDO in vitro DA AATIVIDADE TRIPANOCIDA DA BATROXICIDINA-
CATELICIDINA DA GLANDULA DE VENENO DA SERPENTE Bothrops atrox.
Departamento de Farmacia, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Brasil, 2017.

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, ¢ uma
doenca potencialmente fatal causada pelo parasito Trypanosoma cruzi. Existem
atualmente, dois medicamentos disponiveis para o tratamento da doenca, o nifurtimox e
o benzonidazol. Ambos sdo téxicos e apresentam eficicia limitada, sendo necesséria a
busca de novas alternativas terapéuticas. Os peptidios antimicrobianos (PAMs) podem
ser alternativas potenciais aos tratamentos convencionais ja disponiveis, pois eles
apresentam mecanismo de agdo rapido, baixa probabilidade de desenvolvimento da
resisténcia e podem atuar em conjunto com esquema de farmacos existentes. O objetivo
deste estudo foi investigar os efeitos da Batroxicidina (BatxC), um peptideo relacionado
a catalicidina da glandula de veneno da serpente Bothrops atrox, sobre as formas
diferentes formas evolutivas de cepas Y de Trypanosoma cruzi . O tratamento com
BatxC em 24,48 e 72h, causou diminui¢do da viabilidade dos parasitos em praticamente
todas as concentracdes estudadas (1,56; 3,12;6,25; 12,5;25 e 50uM) com um ICsp de
11,3; 6,33 € 9,6 uM respectivamente, com indice de seletividade de 315. Ensaios com as
formas tripomastigotas em diferentes concentracoes (0,045; 0,09; 0,18; 0,39; 0,78 e 1,56
pM), demostraram que o BatxC € toxico a partir das concentracdes de 0,18 uM,
aproximando-se 100% de letalidade na concentracio de 1,56 pM. Finalizando os
ensaios de toxicidade do BatxC, ensaios em formas amastigotas também foram
realizados apds estudo da citotoxidade em células LLC-MK2 e RAW?264.7, mostrando
que nas concentracgoes testadas (0,44 e 0,88 uM) em 24 , houve uma reducao de 40% e
45% de células infectadas, respectivamente. Em 48h ndo houve diminui¢do do
percentual de infec¢do das células. O percentual de inibi¢do das formas amastigotas
tratadas com BatxC foi de 33% (ICso) e 43,5% (2xICso) em 24h, e 23% (ICso0) € 33%
(2xICs0) em 48h. Esses resultados demostraram uma reducao do indice de sobrevivéncia
de formas amastigotas. Posteriormente, ensaios de citometria de fluxo com Anexina V-
PE e 7-aminoactinomicina (7-AAD), demostraram uma maior populacdo de parasitos
marcados com 7-AAD, nas concentracdes avaliadas ICso (11,3uM) e 2x ICsp (22,6uM)
demostrando que a morte induzida pela BatxC é predominantemente por necrose. Em
seguida foram realizados ensaios com DCF e Rodamina 123, para investigar o
envolvimento de espécies reativas de oxigénio (EROS) e alteracdio do potencial de
membrana mitocondrial, na morte celular induzida por BatxC. Os resultados obtidos
demostraram que houve um aumento dos EROS e alteracdio do potencial
transmembranico mitocondrial. A via de morte celular de T.cruzi por um mecanismo
necrotico foi finalmente confirmada por microscopia eletronica de varredura (MEV) que
demostrou perda de integridade da membrana celular. Em conclusdo, a BatxC inibiu
todas as formas evolutivas de cepa Y de T. cruzi, com alto indice de seletividade,
induzindo necrose.

Palavras-chave: Batroxicidina; Trypanosoma cruzi; Doenca de Chagas.



ABSTRACT

In vitro STUDY OF THE TRIPANOCIDE ACTIVITY OF BATROXICIDIN-
CATHALICIDIN OF THE Bothrops atrox VENOM GLAND. Department of
Pharmacy, Federal University of Ceara, Fortaleza, Brazil, 2017.

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is a potentially fatal disease
caused by the parasite Trypanosoma cruzi. There are two drugs available for the
treatment of the disease, nifurtimox and benzonidazole. Both are toxic and have limited
efficacy, requiring the search for new therapeutic alternatives. Antimicrobial peptides
(AMPs) may be potential alternatives to conventional treatments already available, as
they have a rapid action mode, a low resistance development and can work with existing
drugs. The aim of this study was to investigate the effects of Batroxicidin (BatxC), a
catalicidine peptide of the venom Bothrops atrox venom gland, on the different forms of
of Trypanosoma cruzi Y strains. The treatment with BatxC at 24, 48 and 72 h caused a
decrease in the viability of the parasites in almost all the studied concentrations (1.56,
3.12, 6.25, 12.5, 25 and 50 uM) with an ICso of 11, 3; (0.045, 0.09, 0.18, 0.39, 0.78 and
1.56 uM), respectively, with a selectivity index of 315. Assays with trypomastigote
forms at different concentrations demonstrated that BatxC is toxic from concentrations
of 0.18 uM, approaching 100% lethality at the concentration of 1.56 uM. Amastigote
forms were also performed following cytotoxicity study in LLC-MK2 and RAW?264.7
cells, showing that the studied concentrations (0.44 and 0.88 uM) in 24h, was a
reduction of 40% and 45% of infected cells, respectively. In 48h, there was no decrease
in the percentage of cell infection. The percentage inhibition of amastigote forms treated
with BatxC was 33% (ICso) and 43.5% (2xICs0) in 24h, and 23% (IC50) and 33%
(2xIC50) in 48h. These results demonstrated a reduction in the survival rate of
amastigote forms. Subsequently, flow cytometric assays with Annexin V-PE and 7-
aminoactinomycin (7-AAD) demonstrated a higher population of 7ADAD-labeled
parasites at IC 5o (11.3uM) and 2x IC 50 (22.6uM ) demonstrating that death induced by
BatxC was predominantly by necrosis. Then, the experiments were performed with
DCF and Rhodamine 123 to investigate the involvement of reactive oxygen species
(EROS) and alteration of the mitochondrial membrane potential in cell death
mechanism. The results showed that there was an increase in EROS and alteration of
mitochondrial transmembrane potential. The T.cruzi cell death pathway by a necrotic
mechanism was finally confirmed by scanning electron microscopy (SEM) that
observed loss of cellular membrane integrity. In conclusion, BatxC inhibited all forms
of T. cruzi Y strain, with high selectivity index, inducing necrosis.

Keywords: Batroxicidin; Trypanosoma cruzi; Chagas disease.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase
americana, descoberta por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 1909, é uma doenca
potencialmente fatal causada pelo parasito protozoario Trypanosoma cruzi, é transmitido
por um inseto triatomineo (Figura 1) que se alimenta exclusivamente de sangue, possui
popularmente diversas denominagdes como “barbeiro”, além de outras (AMATO NETO;
PASTERNAK, 2009). A DC representa um importante problema de satde publica.
Atualmente no mundo, Cerca de 6 milhdes de pessoas sdo afetadas e aproximadamente
7000 mortes ocorrem anualmente, tornando a Doenga de Chagas a maior causa de morte

por doenga parasitaria na América Latina (CHATELAIN et al., 2017).

Figura 1. Triatomineo transmissor do Trypanosoma cruzi.

Fonte: www.cpqgrr.fiocroz.br

Trata-se de uma doenca endémica, sendo antigamente restrita a regido das
Américas, principalmente América Latina. No entanto, a doenca vem se alastrando por
outros continentes, espalhando-se cada vez mais em areas como a Europa, América do
Norte, Japao e Australia, estando presente atualmente em 21 paises. Esse fato deve-se
principalmente a migra¢do da populacdo (LESLIE, 2011). Nas ultimas décadas, tem sido
cada vez mais encontrada nos Estados Unidos da América, estimando-se cerca de 1 milhao
de casos e em alguns paises europeus, estimando-se cerca de 59-108 mil casos (MORILLA
;ROMERO, 2015; WHO, 2016) (Figura 2). Esses fatos deixam para tras o estereotipo de
doenca zoondtica que afetava exclusivamente a populagdo rural e menos favorecida da

América Latina (COURA; VINAS, 2010).
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Figura 2. Distribui¢do de doen¢a de Chagas no mundo
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Fonte: Adaptado de OMS, 2015.

O Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas é um protozoario
unicelular e parasito obrigatério. Possui um unico flagelo (exceto na forma intracelular, que
ndo possui flagelo externo) e uma tnica mitocondria, alongada e termina em um cinetoplasto
que contem o DNA mitocondrial. E classificado dentro da Ordem Kinetoplastida, da classe
zoomastigophorea, que se desenvolve em insetos hematéfagos da familia Reduviidae, em
pequenos mamiferos de vida silvestre e em humanos (CHAGAS, 1909; RASSI; MARIN-
NETO, 2010).

O Trypanosoma cruzi possui ciclo de vida complexo que requer passagem obrigatéria
em dois hospedeiros, o inseto vetor triatomineo, € um hospedeiro vertebrado (BONNEY;
ENGMAN, 2010). Durante seu ciclo de desenvolvimento, o parasito apresenta trés formas
evolutivas morfoldgica e funcionalmente distintas: epimastigota (forma proliferativa nao
infectante, presente no intestino médio do inseto), tripomastigota (forma ndo proliferativa
infectante, presente na por¢do posterior do intestino do inseto) e amastigota (forma

proliferativa intracelular) (Figura 3) (ADADE et al., 2013).



Figura 3. Morfologia das formas evolutivas do parasito Trypanosoma cruzi.

Fonte: Adaptado de SANTOS, 2014.
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O ciclo do parasito se inicia quando o inseto vetor triatomineo se alimenta do sangue de
um hospedeiro vertebrado infectado contendo formas tripomastigotas sanguineas. Uma vez
ingeridas, as formas tripomastigotas vao para o estdmago do inseto, onde a maioria é lisada
por enzimas digestivas (CASTRO et al., 2007). As formas tripomastigotas remanescentes se
transformam em formas epimastigotas, que por sua vez migram para o intestino médio do
inseto e dividem-se intensivamente por divisdo biniria mantendo a infeccdo no vetor
(ALVES et al., 2007). Parte desses epimastigotas migra para o intestino posterior onde se
diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas, forma infectante para varias espécies de
mamiferos. A infec¢do ocorre quando o triatomineo ao realizar o repasto sanguineo deposita
junto a regido da picada excrementos (fezes e wurina) contaminados com formas
tripomastigotas metaciclicas. Uma substancia irritante que ocasiona prurido também ¢é
liberada pelo inseto. A coceira local faz com que os tripomastigotas metaciclicos sejam
arrastados para o orificio da picada pelo proprio hospedeiro vertebrado (SOUZA;

CARVALHO; BARRIAS, 2010).

As formas tripomastigotas metaciclicas sdo capazes de sobreviver e reproduzir-
se em uma variedade de células nucleadas (SILVA et al., 2007), onde se convertem em
formas amastigotas; ocorre proliferacdo intracelular por sucessivas divisdes bindrias e
diferenciacdo em formas tripomastigotas que rompem a célula e caem na circulacio
sanguinea (LIMA et al., 2010). Ap6s a ruptura celular, as formas tripomastigotas liberadas
na corrente sanguinea podem infectar células vizinhas, disseminar para outros 6rgaos ou
serem ingeridas por outro inseto vetor reiniciando o ciclo (MUNOZ-SARAIVA et al.,

2012).

A principal forma de transmissdo da doenca de Chagas ainda é a vetorial,
através do contato com os excrementos do triatomineo infectado (COURA; BORGES-
PEREIRA, 2012; COURA, 2007). No Brasil, 52 espécies de triatomineos foram descritas,
destas 27 foram encontradas no nordeste, com maior atengdo para espécies de trés géneros
distintos, Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, sendo estes vetores importantes para a
transmissao entre animais domésticos e 0 homem nas areas endémicas (RASSI; MARIN-
NETO, 2010). A transfusdo sanguinea € o segundo mecanismo mais comum de transmissao
da doenca (GASCON; BERN; PINAZO, 2010). A transmissdao congénita pode ocorrer em
qualquer fase da doenca materna e também pode se dar em qualquer época da gestacdo,

sendo mais provavel no dltimo trimestre, ou ocorrer durante o parto, pelo contato das
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mucosas do feto com o sangue da mae infectada (BRASIL, 2012). A infeccdo pela via oral

€ responsavel por surtos de transmissdo em areas urbanas e regides onde nao hé circulagio

de insetos vetores domiciliados (PEREIRA et al., 2009). Esta via de transmissdo é

geralmente associada com uma alta concentracdo parasitaria, resultando em uma

manifestacdo clinica aguda mais severa com altos indices de mortalidade. A transmissdo por

meio de transplante de 6rgdos tem adquirido relevincia nas ultimas décadas, devido ao

aumento do nudmero desses procedimentos. Essa forma de transmissdo apresenta

manifestacdes clinicas graves uma vez que o0s receptores estdo imunocomprometidos

(BRASIL, 2012; PEREIRA; NAVARRO, 2013). A figura 4 ilustra a transmissao vetorial e

o ciclo do T. cruzi nos dois hospedeiros.

Figura 4. Transmissdo vetorial e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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A doenca de Chagas pode se apresentar em duas fases clinicas definidas: fase aguda e
cronica (CHAGAS, 1909). A fase aguda apresenta parasitemia evidente sob observacao direta
do sangue. Quando a infec¢do € vetorial podem ser observados os sinais aparentes de porta
de entrada que podem ser ocular, conhecido como sinal de Romaiia, ou cutaneo, chamado de
chagoma de inoculagio (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETTO, 2000). Em muitos
casos ndo ha sintomas, mas os casos sintomaticos sdo caracterizados por manifestacdes como
febre, mal-estar, edema facial, hipertrofia dos linfonodos e em situacdes graves
hepatoesplenomegalia, miocardite e meningoencefalite (COURA; BORGES-PEREIRA,
2012). A fase aguda causa morte de 5 a 10% das pessoas infectadas, geralmente envolvendo
criancas que morrem de miocardites ou mieloencefalites. Algumas vezes, a doenca resolve-
se espontaneamente em quatro a seis semanas, mas pode evoluir para a fase cronica

(PEREIRA; NAVARRO, 2013; CHATELAIN, 2017).

A fase cronica apresenta duas formas, a indeterminada e a sintomatica. Na
indeterminada os pacientes podem transmitir para outros, enquanto nao mostram sinais da
doenca, podendo durar de 10 a 30 anos. A forma indeterminada foi descrita por Carlos
Chagas em 1985 como assintomdtica e com resultados normais para eletrocardiograma e
raio-x de coragdo, esdfago e cOlon. Apesar do progndstico parecer bom, cerca de 10 a 30% dos
pacientes na fase cronica indeterminada podem evoluir para as formas cronicas
determinadas. A fase cronica determinada pode envolver formas cardiacas, digestivas ou

mistas (RASSI; MARIN-NETO, 2010; DND;i, 2016).

A forma cardiaca € caracterizada por infiltracdo inflamatoria, morte celular e
fibrose intersticial reparativa, eventos que levam a distirbios no sistema de condugao
cardiaco (bloqueio intraventricular e atrioventricular, disfuncdo no nédulo sinusal e arritmia
ventricular) e miocardite, causando instabilidade elétrica (arritmia atrial), reducdo da
contratilidade (trombose intracavitaria e insuficiéncia cardiaca) e distirbios microvasculares
que podem resultar em morte subita. Alteracdes no sistema nervoso intracardiaco podem
causar dor toricica atipica e também morte subita (MARIN-NETO et al., 2007; PEREIRA;
NAVARRO, 2013).

Os problemas digestivos sdo observados em um terco de pacientes chagasicos e
usualmente resultam em dilatagdao do trato gastrointestinal. A forma digestiva € responsavel
pelo desenvolvimento de mega-sindromes do eso6fago (disfagia, dor no peito e regurgitacio)

e colon (constipagdo cronica, dor abdominal e obstru¢do). O comprometimento do es6fago
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inclui a perda do peristaltismo esofagico e falta de relaxamento do esfincter inferior durante
a degluticdo, causando progressiva dilatacdo do 6rgdo. A disfuncdo esofdgica pode ser
associada com alteragdes no transito intestinal. Esta forma da doenca é caracterizada por
destruicao de neuronios ganglionares, aumentando a lentidao do transito intestinal, levando a
hipertrofia muscular e, em casos exacerbados, a dilatacdo do 6rgdo (LESCURE et al., 2010;
PEREIRA; NAVARRO, 2013). Existe a estimativa de 300.000 individuos com megacélon
no Brasil e os principais sintomas relatados sdo constipa¢do e impactacdo fecal. Alteracdes
na secre¢do intestinal, absor¢cdo e motilidade nesses pacientes também foram relatadas,
podendo culminar em mega-sindromes. Pacientes com megacdlon também podem apresentar
dor abdominal, vélvulo, obstrugdes e perfuragcdes intestinais (SILVA et al., 2003; PEREIRA
e NAVARRO, 2013).

A doencga de Chagas ndo € uma doenca fatal nos estagios iniciais, no entanto, as
principais causas de morte nesses pacientes sdo insuficiéncia cardiaca progressiva (70%) e
morte subita (30%) (CHATELAIN, 2017). Além disso, a doenca de Chagas € um
contribuinte para a carga global de doencas cardiovasculares, sendo a principal causa de

cardiomiopatia infecciosa no mundo (WHO, 2016).

Figura 5. Histérico natural da evolug¢ao da doenca de Chagas.
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A fase cronica da doencga resulta em significativa incapacidade com grande
impacto social e econdmico. No mundo, o impacto econdmico gerado pela doenca de
Chagas na fase cronica no mundo chega a US $ 7,19 bilhdes por ano (MORILLA;
ROMERO, 2015). Somente no Brasil, US $ 1,3 bilhdes sdo gastos por ano com pacientes
em fase cronica da doenga de Chagas (DNDi, 2016).

Embora, as questdes de satde relacionadas com doenca de Chagas, como a
redu¢do da produtividade e a mortalidade, causarem tal impacto econdmico, equivalente a
varios bilhdes de doélares americanos (CHATELAIN, 2017), ainda ndo existe um

tratamento eficaz na fase cronica.

Existem no mercado apenas dois medicamento disponiveis para o tratamento da
doenca de Chagas. Eles foram desenvolvidos hd mais de quarenta anos, sendo eles o
nifurtimox, produzido em 1967 e o benzonidazol, introduzido na terap€utica em 1972
entretanto, a eficcia terapéutica € especialmente dependente da fase da doenca na qual o
tratamento foi instituido. O nifurtimox (Nfx) (figura 6A), um derivado nitrofurano,
primeiro a ser indicado para o tratamento da forma aguda da doenca de Chagas, foi lancado
pelo Laboratério Bayer com o nome comercial de Lampit®. Considerado toxico, teve sua
comercializacdo cancelada em diversos paises, inclusive no Brasil (CANCADO, 2002). E o
benzonidazol (Bz) (Figura 6B), composto nitroheterociclico (N-benzil-2nitro-1-
imidazolacetaminda) produzido, inicialmente, pelo Laboratério Roche com o nome
comercial de Rochagan® ou Rodanil® e agora produzido pelo Lafepe (Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco), no Brasil e como Abarax® pelo Laboratério
ELEA, na Argentina (MACHADO DE ASSIS et al., 2013), tornou-se o tinico medicamento
usado no Brasil para tratar esta doenca (MORILLA; ROMERO, 2015).

O tratamento disponivel atualmente é eficaz logo apds a infec¢@o, no inicio da
fase aguda (MORILLA e ROMERO, 2015), porém, uma vez que a doenca tenha
progredido até as formas indeterminada ou cronica, nenhum medicamento apresenta
efetividade satisfatoria. A taxa média de cura entre casos agudos e recentes € de 80%, ao
passo que € inferior a 20% entre os cronicos (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012;
SESTI-COSTA et al., 2014). Além disso, o tratamento é contra indicado para pacientes
com insuficiéncia renal ou hepatica, e durante gravidez (HASSLOCHER-MORENO et
al., 2012; MARIN-NETO et al., 2009; RASSI; MARIN-NETO, 2010).



25

Figura 6. Estrutura quimica dos fairmacos existentes para a terapia da doenga de chagas.
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Fonte: Adaptado de PITTA; PASCUTTI 2011.

Mesmo aprovado pelo Ministério da Satde, o tratamento com benzonidazol
além de possuir eficacia limitada, desencadeia muitos efeitos adversos (PEREZ—AYALA et
al., 2011). Nas primeiras semanas, os efeitos adversos comumente observados em pacientes
que utilizam o benzonidazol sdo reacgOes cutineas, dentre as quais podem ser citados
dermatite atdpica, eritomatose, erupcdes sensiveis a luz, purpura, febre, perda de peso e
distdrbios gastrointestinais. O avancar do tratamento pode culminar em leucopenia,
trombocitopenia e distirbios neuroldgicos como degeneracdo neuronal e desmielinizagdo
(HIGINO, 2012). A necessidade do emprego deste medicamento em esquemas posoldgicos
prolongados, de pelo menos 60 dias, com doses diarias de 5-7 mg/kg de peso corporal,
facilita o surgimento dessas reagdes (COURA et al., 1997; COURA ; BORGES-PEREIRA,
2012; HASSLOCHER-MORENO, 2012).

O mecanismo de acdo do benzonidazol (2-(2-nitroimidazol-1-il)-N-(fenilmetil)
acetamida) (Figura 7) parece estar relacionado com o grupo nitro, cujo metabolismo nas
células hospedeiras inclui a reducdo a um grupo amino que estd associado a geracdo de
intermediérios reativos (ex. radical nitro) que podem posteriormente reagir com oxigénio
gerando superéxido (WARDMAN, 1985; HALL e WILKINSON, 2012). Superéxido é
metabolizado pela enzima superdxido dismutase produzindo peréxido de hidrogénio, que é
entdo detoxificado pela glutationa peroxidase produzindo glutationa oxidada ou por catalase
produzindo oxigénio e 4agua. Alternativamente, o superoxido pode ser eliminado por

glutationa reduzida, também gerando glutationa oxidada (WINTERBOURN;
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METODIEWA, 1994). Adicionalmente, sob certas condicdes, radicais nitro podem reagir
com glutationa reduzida, consumindo o pool deste antioxidante ndo proteico (BIAGLOW et

al., 1986).

Figura 6. Mecanismo de a¢do proposto do farmaco benzonidazol .
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Fonte: Adaptado de Dias et al., 2009.

A seletividade farmacoldgica do benzonidazol ao 7. cruzi € atribuida ao fato de
que as células de mamiferos hospedeiros possuem um maior aporte de mecanismos
antioxidantes, quando comparadas as células de Trypanosoma. Os sistemas antioxidantes
mais importantes sdo os mediados pelas enzimas superéxido desmutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa-S-transferase, e pelas vias do a-tocoferol e glutationa, e ainda a
metabolizacdo de radicais livres e compostos eletrofilicos por grupos -SH de metalotiis
(MAYA et al., 2007). Entretanto, o benzonidazol apresenta marcante toxicidade sobre
células hospedeiras, o que indica que os mecanismos detoxificantes intracelulares ndo sao

eficazes na protecdo das células contra sua acao (RIBEIRO, 2009).

Além disso, o benzonidazol possui baixa permeag¢dao na membrana plasmaética,
sendo necessiria uma grande gradiente de concentragdo para a molécula ter acesso aos
amastigotas, forma responsavel por manutencdo da infec¢do. A toxicidade e a baixa
permeabilidade contribuem para a falha no tratamento na fase cronica (MORILLA;
ROMERO, 2015). Com todas essas desvantagens, torna-se necessario a busca de novos

farmacos antichagésicos.
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1.2 Venenos animais como fontes de substancias para o desenvolvimento de

medicamentos

Apesar dos varios relatos sobre os efeitos toxicos de venenos animais, estes
também tém sido amplamente estudados na busca de novas moléculas farmacologicamente
ativas com alguns sucessos notdveis. Dentre eles estdo alguns novos farmacos derivados ou
inspirados em toxinas ou componentes de venenos que originaram novos medicamentos,
como atracurio, captopril, eptifibatide, tirofiban, ziconotida e varios produtos de toxina

botulinica (HARVEY, 2014).

Estudos anteriores identificaram na saliva do monstro de gila, Heloderma
suspectus, dois peptideos, Exendin-3 e Exendin-4, que estimulam a secrecdo de insulina em
resposta ao aumento da glicemia e modulam esvaziamento gastrico para retardar a entrada
de agucares ingeridos no sangue. O Exendin-4 foi utilizado para o desenvolvimento de um
medicamento, Exenatida®, aprovado para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2 pela

Food and Drug Administration (FDA) em 2005 (JOY; RODGERS; SCATES, 2005).

Foi também identificado o veneno do molusco marinho Conus magusi uma
neurotoxina, ®-conopeptideo MVIIA. Esta toxina e seu equivalente sintético ziconotida,
bloqueiam canais de calcio sensiveis a voltagem tipo-N em neuronios sensoriais de dor de
mamiferos e, portanto, possui potente acao anti-nociceptiva em condi¢des em que a morfina
¢ pouco ou ndo ativa. Ziconotida (Prialt ®) foi aprovado para o tratamento da dor cronica

severa por infusdo intratecal pela FDA em 2004 (POPE; DEER, 2013).

As toxinas botulinicas A e B, desenvolvidas a partir de toxinas microbianas do
Clostridium botulinum, uma bactéria patogénica anaerdbia, Gram positiva, bacilo formador
de esporos, que produz potentes exotoxinas neurologicamente dirigidas. Oito tipos
soroldgicos (A, B, C1, C2, D, E, F e G) sdo reconhecidos de acordo com a especificidade
antigénica de cada exotoxina. Mais somente os sorotipos A (Botox®, Xeomin®) ¢ B
(Myobloc®) estdao disponivel no mercado, € a0 mesmo tempo em que t€ém fungdes muito
semelhantes, eles sdo antigenicamente muito diferente o que permite que aqueles poucos
que desenvolveram anticorpos para ainda beneficiar de um tratamento da neurotoxina
(GUERRA NETO, 2016). Essas toxinas foram aprovadas para uso clinico para tratar
pacientes com uma variedade de condi¢des causadas pela superatividade de neurdnios. Ao
restringir as toxinas por injecdes localizadas e através da sua absorcdo seletiva em

determinados nervos, as toxinas botulinicas sdo usadas com sucesso em estrabismo,
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distonias, hiperidrose, amenizar e previnir as linhas de expressaio (ABRAMS; HALLETT,
2013; MATAK; LACKOVI, 2014).

As toxinas de serpentes exibem uma infinidade de atividades farmacologicas,
como miotoxica, neurotoxica, anticoagulante, hipotensora, hemolitica, inibidora da

agregacdo plaquetaria, antimicrobiana e atividades pré-inflamatérias (SITPRIJA, 2012).

As desintegrinas, componentes dos venenos de serpentes sdo inibidores diretos
da trombina, compostos fibrinoliticos e ativadores de plasminogénio. Integrilin®, cujo
principio ativo € o eptifibatide, foi obtido a partir do veneno da cascavel Pigmeu (Sistrurus
miliarus barbouri), € uma desintegrina que inibe agregacdo plaquetaria por ligacdo com alta
afinidade ao receptor fibrinogénio (integrina allbf3) através de um reconhecimento da
seqiiéncia Lys-Gly-Asp. Ela foi aprovada em 1998 pela FDA para uso como anticoagulante
em pacientes com sindrome coronariana aguda e para os pacientes submetidos a

angioplastia (BEETON; GUTMAN; CHANDY, 2006).

Do veneno da serpente Bothrops jararaca foi isolado o peptideo potencializador
de bradicinina, inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) que origina
angiotensina II, um hormonio que causa vasoconstricdo e aumento da pressdo arterial. Este
peptidio inibidor se liga ao sitio ativo da ECA de forma semelhante aos substratos naturais e
reduz a pressao arterial. O captopril, que € amplamente utilizado para tratar a hipertensao e
insuficiéncia cardiaca congestiva, foi desenvolvido apds estudos de modelagem molecular a

partir deste peptideo isolado (FERREIRA, 1965; CUSHMAN; ONDETTI, 1999).
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ANIMAIS
Farmaco Toxina Uso terapéutico Fonte Referencia
Bibliografica
Eptifibatide Integrina Serpente BEETON;
(Integrilin®) allbB3 Anticoagulante Sisturus GUTMAN;
miliarus CHANDY,
barbour 2006
Estético, disfuncoes Bactéria
Botox® e Toxina urologicas, patogénica MATAK;
Xeomin® Botulinica tipo  neuroldgicas e uso na Clostridium LACKOVIC,
A pratica odontolégica. butolinium 2014
Myobloc® Toxina Estético, disfunc¢des Bactéria
Botulinica tipo urolégicas, patogénica ABRAMS;
B neuroldgicas e uso na Clostridium HALLET,2013
pratica odontolégica. butolinium
(Pacientes resistentes
a toxina do tipo A)
Captopril Enzima Serpente
Conversora de Antihipertensivo Bothrops FERREIRA,
Angiotensina Jjararaca 1965
Ziconotida  ®-conopeptideo Tratamento da dor Molusco POPE; DEER,
(Prialt ®) MVIIA cronica marinho Conus 2013
magus

Fonte: Adaptado de Beeton; Gutman; Chandy,2006.

Por causa de sua grande variedade de efeitos farmacologicos, como por exemplo, o
antimicrobiano (TORRES et al., 2010), diversos grupos de pesquisa vém buscando novos
agentes antiparasitirios em venenos, com resultados promissores, como o veneno de
Bothrops moojeni que apresentou efeito sobre formas promastigotas de Leishmania spp.
(TEMPONE et al., 2001), o veneno de B. lutzi e B. leucurus que mostraram efeito sobre
formas promastigota de L. amazonensis e L. chagasi e sobre formas epimastigotas de T.
cruzi (TORRES et al., 2010a; MENEZES et al., 2012) e B. marajoensis que mostrou efeito
sobre formas promastigota de L. amazonensis e L. chagasi (TORRES et al., 2010b).



30

O veneno de B. jararaca, também inibiu o crescimento de 7. cruzi e L. major
(GONCALVES et al., 2002), sugerindo mecanismo de morte celular programada para formas
epimastigotas de 7. cruzi (DEOLINDO et al., 2005), efeito que foi posteriormente atribuido a
sua fracdo LAAO (DEOLINDO et al., 2010).

Entretanto, para serem considerados potenciais agentes antichagisicos, as novas
moléculas precisam superar dois grandes desafios, a efetividade contra os amastigotas

intracelulares e alta seletividade ao parasita (MORILLA; ROMERO, 2015).

O ciclo biolégico do T. cruzi é facilmente reproduzido in vitro, permitindo a
utilizacdo de qualquer uma das formas evolutivas do parasito para a avaliagdo da
sensibilidade do parasito a diferentes substancias. Devido a capacidade de 7. cruzi de
infectar uma grande variedade de células, diversos tipos celulares podem ser utilizados para
avaliacdo da atividade tripanocida de novos compostos. Entretanto, de forma diferente do
que € observado para estudos de farmacos antibacterianos, cujos protocolos de avaliacio da
sensibilidade dos microrganismos a antibidticos in vitro estdo muito bem estabelecidos, nao
ha consenso com relagdo aos procedimentos de avaliacdo da atividade anti-7. cruzi de

compostos in vitro (LUNA et al., 2010; MORENO et al., 2010).

Em 2010, a partir de um encontro que reuniu especialistas mundiais que
representam institui¢cdes académicas, publicas, industriais e nao governamentais de
diferentes partes do Brasil, Australia, Coréia, Panama e Estados Unidos, foi desenvolvido
pelo PIDC/Fiocruz e DNDi um guia de protocolos para avaliagdo in vitro e in vivo da
atividade anti-7. cruzi de novas substancias (ROMANHA et al., 2010). As recomendacdes
para estudo in vitro incluiram a utilizagdo de determinadas formas evolutivas e cepas do
parasito, tipos celulares, ensaios de toxicidade e procedimentos automatizados, que visem
observar o tipo de morte do parasito induzida pela substancia em estudo (ROMANHA et
al., 2010). Geralmente as avaliacdes s@o feitas utilizando metodologias diferentes, com

variados tipos celulares e distintas cepas ou clones do parasito.
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1.3 Mecanismos de morte celular

O processo de morte celular corresponde a perda de funcdes celulares,
provenientes de alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e/ou moleculares (VANDEN BERGUE

etal., 2013).

O processo conhecido como necrose € um processo passivo de morte celular de
carater degenerativo (figura 7), decorrente de eventos como lesao celular, infec¢cao e auséncia
de fatores de crescimento, levando a altera¢des na integridade de membrana citoplasmatica,
aumento do volume celular, colapso da producdo de ATP e perda das demais funcdes
bioldgicas (KRYSCO et al., 2011). Esse mecanismo constitui uma forma acidental de morte
celular cujas principais caracteristicas morfologicas sao aumento do volume celular,
agregacdo de cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da membrana
plasmatica, lise celular precoce com consequente liberacdo do conteudo citoplasmético
causando dano as células vizinhas além de uma reag¢do inflamatéria local (ZIEGLER;

GROSCURTH, 2004).

A morte celular programada, apoptose (figura 7), € um processo ativo regulado
geneticamente e € fundamental para a homeostase dos organismos metazoarios,
desempenhando um papel fundamental na morfogénese, fisiologia e defesa do hospedeiro
contra diferentes patégenos, inclusive evitando uma resposta inflamatéria (GUIMARAES;
LINDEN, 2004). Com base em critérios de morfologia e nas condi¢des ambientais, a morte
celular programada tem sido caracterizada em diferentes tipos, tais como apoptose e autofagia

(KROEMER et al., 2009).

Uma vez desencadeada, a apoptose € principalmente caracterizada pela retracdo
citoplasmatica, condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA cromossomico, inchago
mitocondrial com alteracdes no potencial de membrana e permeabilidade, exposicao de
residuos de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmatica, ativagdo de caspases,
formacdo de protuberancias da membrana plasmaitica e a embalagem de constituintes
intracelulares em vesiculas apoptdticas (GUIMARAES; LINDEN, 2004). Esta forma de
morte celular tem como principais caracteristicas a auséncia de liberacao de contetdo celular,
a auséncia de reacao inflamatdria local e dano as células vizinhas e reducao do volume celular
(WYLLIE; KERR; DURRIE, 1972). Dessa forma, funciona como um mecanismo de remoc¢ao

de células lesadas e de renovagao celular e tecidual regulada por proteinas que sdo expressas
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pelas proprias células durante o processo de injiria (ANAZETTI; MELO 2007). Na auséncia
de fagocitos, como em estudos in vitro, apoptose pode progredir para apoptose tardia, também

conhecida como necrose secundaria (VANDEN BERGHE et al., 2013).

Figura 7. Vias de morte celular por apoptose (A) e necrose(B).
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permeavel inflamacio

Fonte: Adaptado de CRUCHTEN, 2002.

Em contraste, a autofagia € uma complexa via de sinalizagao envolvendo mais de
30 proteinas que funciona para remoc¢ao e/ou remodelagdo de estruturas celulares danificadas.
E bioquimicamente caracterizado pelo aumento de vesiculas acidicas e morfologicamente
pela formacdo de autofagossomo (vesiculas de membrana dupla) que € responsavel por
englobamento dos constituintes citoplasmaticos, estruturas de membranas concéntricas no

citoplasma e organelas ao redor e danos nucleares limitados (ADADE et al., 2013).

Qualquer tipo de injuria celular pode desencadear uma variedade de respostas de
adaptag@o, reparagdo, proliferacio ou morte celular programada ou ndo programada.
Pesquisas experimentais com cultura de células evidenciaram que a exposi¢ao destas a um
mesmo agente toxico, como um pro-oxidante, por exemplo, pode desencadear morte celular
das mesmas por necrose ou apoptose, a depender da dose e do tempo de exposi¢do ao agente

indutor (DYPBUKT, et al., 1994; BONFOCO et al., 1995).

O mecanismo de morte celular pode ser analisado por abordagens farmacolégicas/

transgénicas, fatores bioquimicos e alteracdes morfoldgicas (VANDEN BERGUE et al.,
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2013). Entretanto, algumas abordagens farmacoldgicas/ transgénicas em protozoarios ainda
s@o desconhecidas, como por exemplo, a expressdo de caspases (MENNA-BARRETO et al.,
2009).

Fatores bioquimicos podem ser detectadas por andlise de propriedades de
dispersdo de luz em citometria de fluxo (KRYSCO et al., 2008) e alteragdes morfoldgicas
podem ser avaliadas por microscopia eletronica de varredura e de transmissdo

(MCMULLAN, 2006).

A morte celular de parasitos vem sendo caracterizada em varios estudos por
fatores bioquimicos e alteracdes morfologicas, sendo estes suficientes para a elucida¢do do

mecanismo de morte (ADADE et al., 2014).

1.4 Peptideos antimicrobianos e Catelicidinas

A presenca de microrganismos multirresistentes € a necessidade de tratar infec¢oes
recorrentes aumentam a pressao sobre o desenvolvimento de antibidticos novos, mais
efetivos e seletivos (BRUSSELAERS er al, 2011). Neste contexto, peptideos
antimicrobianos (PAMSs) constituem uma alternativa reconhecida aos antibidticos

convencionais.

Os peptideos antimicrobianos (PAM) s@o um grupo heterogéneo de proteinas de
natureza pequena, catidnica e anfipitica em sua maioria, sendo usados pelo sistema imune
inato de animais, plantas e seres humanos, como componentes-chave, atuando como
primeira linha de defesa imediata contra organismos patogénicos. Estes peptideos foram
selecionados no curso da evolugdo por sua capacidade de atacar bactérias, fungos,
protozoarios e virus (COLE; ANDREU; RIVAS, 1998; ZASLOFF, 2002; LEHRER, 2003;
MAROTI et al., 2011; TORRENT et al., 2013). Em contraste com antibidticos quimicos de
origem microbiana, produzidos por vias enzimaiticas seqiienciais, os PAMs eucaridticos
originam-se de precursores codificados por genes (TOSSI; ZANETTI et al., 1995;
SANDRI, 2002; MANGONI, 2011; ZHU; GAO, 2013) que dao origem a formas maduras,
geralmente inferiores a 60 residuos de aminoéacidos e estruturalmente classificadas como
lineares (a-helicoidal ou ndo-helicoidal), ciclicas (®-defensinas), e ndo lineares por
numeros varidveis de pontes dissulfureto internas. Em termos de composi¢do de
aminoacidos e carga de superficie, os PAMs podem se apresentar ricos em certos residuos

de aminoacidos (prolina, glicina, triptofano, histidina, lisina ou arginina) conferindo-lhes



34

niveis varidveis de hidrofobicidade, anfipaticidade, ou, menos frequentemente, carga

negativa (ZASLOFF, 2002; TOSSI; SANDRI, 2002).

PAMs e seus derivados sintéticos vém mostrando, além de efeitos
antimicrobianos contra cepas Gram-positivas e Gram-negativas, efeitos antiparasitarios
contra T. cruzi, Trypanosoma africanos e Leishmania spp., interagindo e rompendo
membranas das células parasitarias, gerando uma maior permeabilidade superficial e

desequilibrio ion / pH (MCGWIRE; KULKARNI, 2010; TEIXEIRA et al., 2012).

A morte de parasitas mediada por PAMs em alguns casos pode estar
relacionado a eventos de sinalizagdo intracelular, iniciado na superficie celular com um tipo
de interferéncia do ligante-receptor ou secundéario a ruptura da membrana celular (LUQUE-
ORTEGA et al., 2008; KULKARNI er al., 2009a). Esses peptideos antimicrobianos
também podem causar uma grande deslocalizacdo de calcio intracelular que € importante na
inducdo da morte celular ao afetar a funcdo da mitocondria (KULKARNI ef al., 2009a).
Assim, as organelas de armazenamento intracelular de cdlcio nesses parasitas sdo alvos
potenciais. Diferente PAMs levam a morte celular ao induzir necrose, apoptose e autofagia
(BERA et al., 2003; KULKARNI et al., 2006,2009a). A sequéncia precisa de eventos que
levam aos diferentes modos da morte celular induzida por peptideos antimicrobianos ainda
ndo ¢é inteiramente clara, sendo necessarios estudos mais detalhados para entender os

possiveis mecanismos de acio (MCGWIRE; KULKARNI, 2010; TEIXEIRA et al., 2012).

Figura 8. Possiveis alvos e efeitos dos peptideos antimicrobianos sobre os parasitos.
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Fonte: Adaptado de MCGWIRE; KULKARNI, 2010.
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Dentre os PAMs envolvidos na defesa inata, as catelicidinas sdo uma
importante familia presente em numerosos animais vertebrados, inclusive em humanos
(BRANDENBURG et al., 2008). Estas sao moléculas multi-efetoras que possuem em
comum um pré-peptideo no segmento N-terminal (cathelin) e um dominio C-terminal

variavel, que tem propriedades bactericidas (GAO et al., 2015).

Os agentes patogénicos vém desenvolvendo resisténcia aos PAMs derivados de
vegetais, no entanto, os peptideos de origem animal podem inibir 0s microrganismos mais
rapidamente e com maior eficiéncia e por isso vém sendo alvo no desnvolvimento de novas

pesquisas (LEE, et al. 2017).

Um estudo publicado recentemente descreve o primeiro PAM isolado de
serpentes marinhas com potencial antimicrobiano e anti-inflamatério. Os pesquisadores
caracterizaram uma familia de catelicidinas a partir da serpente marinha Hydrophis
cyanocinctus. Dentre os achados, a catelicidina Hc-CATH mostrou eficacia antibacteriana e
antifingica além de diminuida citotoxicidade em células de mamiferos, o que, segundo os
autores, faz da proteina um promissor alvo para desenvolvimento de novos antibidticos

(WEl et al., 2015).

Recentemente, foi identificado e caracterizado precursores de bibliotecas de
cDNA de glandulas de venenos de diversas espécies de serpentes da América do Sul,
incluindo Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus cascavella, Lachesis muta muta,
Bothrops atrox e Bothrops Lutzi. Essas sequéncias maduras deduzidas destes venenos de

serpentes foram denominadas vipericidinas (RADIS-BAPTISTA, 2015).

Batroxicidina e Crotalicidina, vipericidinas dos venenos de B. atrox e C.d.
terrificus, respectivamente, apresentaram efeito antibacteriano, especialmente contra cepas
Gram-negativas (FALCAO et al., 2014). Além disso, a Crotalicidina também mostrou
efeitos anti-proliferativos contra varias linhagens de células tumorais (FALCAO et al.,
2015) e um de seus fragmentos mostrou feito contra leveduras patogénicas

(CAVALCANTE et al., 2016).

O efeito antimicrobiano de Batroxicidina sugere também um potencial
antiparasitario, haja vista que estes efeitos parecem estar relacionados (TEIXEIRA et al.,
2012). Neste trabalho, avaliamos o efeito de Batroxicidina contra cepas Y de Trypanosoma

cruzi e seu mecanismo de acao.
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2. JUSTIFICATIVA

As doencas podem ser classificadas como globais e negligenciadas. As doengas
negligenciadas, como a doenca de Chagas, ndo apresentam investimentos das industrias
farmaceéuticas tradicionais em pesquisa e desenvolvimento de terapias, devido a falta de
mercado significativo. No entanto essa patologia afeta milhdes de individuos diversos paises.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 10 milhdes de pessoas estdo infectadas

em todo o mundo (ADADE et al., 2012; VOLPATO et al., 2015, OMS, 2016).

O farmaco atualmente no Brasil para o tratamento da doenca de Chagas, o
benzonidazol, é eficaz na fase aguda, mas ndo conseguem erradicar a forma intracelular dos
parasitas em fase cronica (MORILLA; ROMERO, 2015). Além disso, esses medicamentos
sdo extremamente toxicos, causando efeitos adversos indesejaveis na grande maioria dos
pacientes (MARIN-NETO et al., 2009). Por esse motivo nas ultimas décadas, com o
surgimento de parcerias publico-privadas e em funcdo dos avancos nas tecnologias e técnicas
de descoberta de novas drogas, houve um incentivo na busca de estratégias terapéuticas que
promovam maior seletividade sobre os parasitas sem causar tantas complicacdes para os
pacientes acometidos pela doenca, além também da necessidade de encontrar um possivel
tratamento para a fase cronica da doenga evitando assim as complicacdes tardias geradas pela

doenca de Chagas.

A busca dessas novas moléculas com potencial atividade anti T.cruzi tem sido
intensificada principalmnte no campo de produtos naturais, com é&nfase especial em
polipéptidios seletivos de venenos animais. Estes polipéptidios provenientes de venenos e as
suas frac¢Oes estimularam muitos estudos para a descoberta de farmacos, com alguns sucessos

notaveis (HARVEY, 2014; GAO et al., 2015).

Recentemente, foi identificado e caracterizado catelicidinas de veneno de serpente,
que foram denominadas vipericidinas (RADIS-BAPTISTA, 2016). Dentre essas
Vipericidinas, a Batroxicidina, proveniente do veneno da serpente B. afrox. apresnta um
excelente potencial na pesquisa contra Trypanossoma cruzi, visto que o peptideo desempenha

uma atividade antimicrobiana previamente estudada (FALCAO et al., 2014).

Tendo em vista todos os problemas no tratamento da doenca de Chagas e diante da

importancia clinica dessa patologia, este trabalho estudou o efeito antiparasitirio da
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Batroxicidina, focando sua atividade potencial contra 7. cruzi em todas as formas

morfolégicas do protozoério.



OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o potencial tripanocida da Batroxicidina, da glandula de veneno da serpente

Bothrops atrox.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito antiparasitirio de Batroxicidina sobre formas epimastigotas,

tripomastigotas e amastigotas de cepa Y de Trypanosoma cruzi,

* Analisar a toxicidade do peptideo sobre células hospedeiras (LLC-MK2 e RAW
264.7) e determinar seu indice de seletividade para o parasita;

* Investigar o mecanismo de morte celular induzido pela Batroxicidina em cepa Y de T.
cruzi;

e Avaliar a producdo de EROs citoplasmitico e o potencial transmembranico
mitocondrial;

e Avaliar as possiveis alteracdes morfoldgicas celulares induzidas pelo peptideo em

cepa Y de T. cruzi por microscopia eletronica de varredura.



MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Substancias

A batroxicidina (BatxC) foi obtida como descrito por Falcdo et al. (2014, 2015). Com
estrutura molecular: KRFKKFFKKLKNSVKKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-amida e peso
molecular de 4258,63 g/mol é um peptideo antimicrobiano pertencente a classe das
catelicidinas, encontrada na glandula de veneno da serpente Bothrops atrox, também nomeada
vipericidina (FALCAO et al., 2014). As sequéncias de aminoacidos foram analisadas com os
softwares "Peptide property calculator" (http://www.pepcalc.com) e "Heliquest"
(http://heliquest.ipmc.cnrs.fr) (Tabela 2). Benzonidazol (Bz) (C12H12N403, PM = 260,249
g/mol) foi obtido do Lafepe. As solugdes de reserva foram preparadas a 1000mM (1M) com

PBS e mantidas a 4°C até serem utilizadas dentro de seis semanas.

Tabela 2. Caracteristicas quimicas da Batroxicidina.

Peptideo Sequencia de amino:icidos Carga” Hidrofobicidade” Peso

Molecular®

BatxC  KRFKKFFKKLKNSVKKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-  +16 0.207

. 4258,63 g/mol
amida

a - PH neutro, a partir do "Peptide propriedade calculadora" software (http://pepcalc.com)
b- Obtido do software "Heliquest" (http://heliquest.ipme.cnrs.fr)
¢ -FALCAO et al., 2015.

4.2 Avaliacao da toxicidade in vitro da Batroxicidina

A atividade citotéxica de BatxC sobre células de mamiferos foi realizada em duas
linhagens celulares distintas: a linhagem RAW 264.7 (macr6éfagos murinos) e a linhagem
LLC-MK2 (células epiteliais renais de macaco), ambas obtidas do Banco de Células do Rio

de Janeiro.

Para determinar a viabilidade celular, foi realizado o ensaio do MTT (VANDEN
BERGUE et al., 2013), que verifica a capacidade oxirredutiva das células. As células
foram cultivadas em placas estéreis de 96 pocos na concentracio de 10° céls/mL em meio
DMEM a 10% de soro bovino fetal (SBF) a 37°C em atmosfera com 5% de CO> por 24

horas para permitir sua adesdo. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes
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concentracoes da BatxC (1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 uM) e Benzonidazol (6,
12, 24, 48, 96 e 192 pM) e incubadas a 37°C durante 24 horas. O MTT (5 mg/ml em PBS)

foi adicionado a cada poco e as placas foram ainda deixadas em repouso por 4 h a 37°C.

Finalmente, os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 10% de dodecil sulfato
de sddio (SDS) em 0,01 N de HCI. Apés 17 h, leu-se a absorvancia a 570 nm num leitor de
microplacas (Biochrom® ASYS Expert Plus) (MENEZES, 2013; UNCITI-BROCETA et

al., 2015)

O percentual de viabilidade celular foi calculado em compara¢do com o grupo controle

de células ndo tratadas. A ICso (concentrac@o capaz de inibir 50% do crescimento celular) foi

determinada por regressdo nao linear. A toxicidade do peptideo sobre as linhagens celulares

serviu como base para definir as concentragdes de trabalho dos ensaios in vitro e para estimar

o indice de seletividade de BatxC (NWAKA; HUDSON, 2006).

Figura 9. Ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT.
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4.3 Avaliacao da atividade tripanocida in vitro da Batroxicidina em cepas Y de T. cruzi

A fim de investigar a atividade antiparasitaria do peptideo, ensaios foram realizados
nas trés formas do ciclo de vida do parasito: epimastigotas, tripomastigotas e amastigota do
Trypanosoma cruzi. Os resultados foram comparados a droga de escolha para tratamento da

Doenca de Chagas no Brasil, o Benzonidazol (BZ).

4.3.1 Ensaio em formas epimastigotas de 7. cruzi

As formas epimastigotas de 7. cruzi foram cultivadas em meio LIT
(CAMARGQO,1964), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), penicilina (100
UI/mL) e estreptomicina (100 ug/L) e mantidas em incubadora BOD a 28 °C. Para avaliacio
do efeito anti-proliferativo de BatxC nestas formas, foram utilizados parasitas provenientes da
fase exponencial da cultura inicial.

Formas epimastigotas na concentracdo de 10° parasitas/mL na fase log de crescimento
(ADADE; CHAGAS; SOUTO- PADRON, 2012), foram plaqueadas e incubadas em placas
de 96 pocos com diferentes concentracdes de BatxC (1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200
MM), quanto de BZ (6, 12, 24, 48, 96 e 192 uM). Apds os tempos de 24, 48 e 72 horas, foi
realizado a contagem de células vidveis em camara de Neubauer (ABE, 2002; GONCALVES
et al., 2002; RODRIGUES et al., 2014). Células tratadas com PBS estéril foram consideradas
como controle negativo. O percentual de viabilidade celular foi calculado em comparacdo
com o grupo controle negativo. A ICso (concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento
celular) foi determinada por regressdo ndo linear. Os ensaios foram realizados em triplicata,

em trés experimentos independentes.
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Figura 10. Ensaio de toxicidade em formas epimastigotas de cepas Y de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.2 Ensaio em formas tripomastigotas de 7. cruzi

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir da infeccdo de cultura de
células epiteliais de rim de macaco (LLC-MK?2) cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s médium) enriquecido com 2% de Soro Bovino Fetal (SBF). Apos de 5 a 8
dias de infeccdo, o sobrenadante contendo as formas tripomastigotas que eclodiram, foram
centrifugadas e ressuspendidas na concentracio de 10° cél/mL. Posteriormente, os
tripomastigotas foram incubados em placas de 96 pocos e tratados com diferentes
concentragdes de BatxC (25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; 0,09 e 0,04 uM) e BZ
(6, 12, 24, 48, 96 e 192 pM). Neste ensaio consideramos como controle negativo células
tratadas com PBS estéril (pH 7.4) (ADADE; CHAGAS; SOUTO-PADRON, 2012; MEIRA
et al., 2015).

A viabilidade foi determinada ap6s 24h de incubacdo em ambiente com 5% CO; e
temperatura de 37°C utilizando-se a camara de Neubauer para contagem de parasitos viadveis.
O percentual de viabilidade celular foi calculado em comparacdo com o grupo controle
negativo. A IC50 (concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento celular) foi determinada
por regressdo ndo linear. Os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experimentos

independentes.
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Figura 11. Ensaio de toxicidade em formas tripomastigotas de cepas Y de Trypanossoma
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Fonte: Elaborada pela autora.
4.3.3 Ensaio em formas amastigotas de 7. cruzi

Para avaliar o efeito de BatxC na forma amastigota, células LLC-MK, foram
incubadas (5,0 x 10%ml) em placas com 24 pocos contendo laminulas circulares estéreis em
meio DMEM e suplementacdo de SBF 10% em ambiente de 37°C e 5% de COz. Apos 24 h,
as culturas com células aderidas foram infectadas com as formas tripomastigotas de 7. cruzi
na proporcao de 20:1 e mantidas sob mesmas condi¢des em meio DMEM com suplementagdo
de apenas 2% de SBF.

Para que houvesse internalizacdo dos parasitas e transforma¢do em formas amastigotas
intracelulares, aguardou-se um tempo de 48h. O sobrenadante foi desprezado e as culturas
foram entdo tratadas com BatxC (0,44 e 0,88 uM), BZ (280 e 560 uM) ou PBS por periodos
de 24 e 48h. Em seguida, as laminulas foram lavadas fixadas em solu¢do de Bouin e coradas
com Giemsa para seguinte montagem em laminas (ADADE et al, 2014; LIMA et al., 2016) .

Para determinar o nimero de amastigotas/100 células e o percentual de células
infectadas foi realizado contagem em microscOpio Optico em total de 300 células por
laminula em trés experimentos independente (PEREZ et al., 2014; HERNANDEZ-
CHINEA et al., 2015; PEREIRA, 2015).
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Figura 12. Ensaio em formas amastigotas de cepas Y de Trypanosoma cruzi .
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Avaliacao do mecanismo de morte celular induzido por Batroxicidina em cepas Y de 7.

cruzi

A fim de investigar o mecanismo de morte induzido por BatxC em 7. cruzi, foram

realizados os seguintes ensaios através de citometria de fluxo:

4.4.1 Efeito necrdético e/ou apoptético da Batroxicidina em formas epimastigotas de 7. cruzi

Para identificar o potencial necrdtico e/ou apoptético da BatxC, formas epimastigotas
foram tratadas com a ICso (11,3 pM) e incubadas por 6 horas e 24 horas em placa de 24
pocos. Apds esses periodos, as culturas foram lavadas e marcadas com Anexina V-PE
(marcador de apoptose por externalizacdo da fosfatidilserina) e 7-AAD (marcador de necrose
por lesdo de membrana plasmatica), utilizando um kit comercial (Sigma-Aldrich). Células nio
tratadas foram utilizadas como controle negativo.

Ap6s 15 minutos de incubacdo no escuro, os parasitos foram analisados por citometria
de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson). Para cada amostra foram considerados no

minimo dez mil eventos (ALVES et al.,2008; IZUMI, et al., 2012).
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Figura 13. Ensaio de avaliacdo de mecanismo de morte celular das formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora

4.4.2 Determinacao do potencial transmembranico mitocondrial

Com o intuito de verificar se BatxC altera o potencial transmembranico mitocondrial,
formas epimastigotas foram tratadas com sua ICsp (11,3uM) e incubadas por 6h e 24h em
placa de 24 pogos. Apds esse periodo, as células foram lavadas e marcadas com rodamina
(Rho123) 10 pg/mL por 30 minutos no escuro. Células ndo tratadas foram utilizadas como
controle negativo (SANDES et al., 2014).

A Rh123 € um corante catidnico que se acumula em mitocondrias intactas livres de
danos, emitindo fluorescéncia vermelha. Alteracdes no potencial transmembranico
mitocondrial causa redu¢do do acimulo do marcador (BARACCA et al., 2003). As células
lavadas foram analisadas por citometria de fluxo. Para cada amostra foram considerados no

minimo dez mil eventos.

Figura 14. Ensaio de avaliagdo de potencial transmembranico mitocondrial em formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi.
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4.4.3 Avaliacao da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Com intuito de avaliar o envolvimento de espécies reativas de oxigénio (EROS) no
efeito da BatxC, formas epimastigotas foram tratadas com sua ICso (11,3 pM) e incubadas por
6h e 24h em placa de 24 pocos. Apds esse periodo as células foram lavadas e marcados com
DCF (2',7'-diclorofluoresceina) por 30 minutos no escuro. Na presenga de EROs, o DCF
apresenta um alto rendimento quantico de fluorescéncia. Dessa forma, a fluorescéncia
observada aumenta proporcionalmente a produ¢do de EROs. Células ndo tratadas foram
utilizadas como controle negativo.

Ao final, os parasitos foram lavados novamente e colhidos para anélise por citometria

de fluxo. Para cada amostra foram considerados no minimo dez mil eventos.

Figura 15. Ensaio de produgdo de espécies reativas de oxigénio por formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.4 Avaliacao de inducao de autofagia

Para investigar se BatxC induz autofagia, formas epimastigotas foram tratadas com
sua ICso (11,3uM) e incubadas por 6 e 24 horas em placa de 24 pogos. ApOs esse periodo as
células foram lavadas e marcadas com laranja de acridina. Esse marcador permite a
visualizacdo de organelas vesiculares acidas, uma vez que € um marcador acidotropico. Ao
penetrar na célula apresenta fluorescéncia verde e ao ficar retido em organelas acidas
(caracteristica de fagossomo) emite fluorescéncia vermelha. Células ndo tratadas foram
utilizadas como controle negativo.

Ao final, os parasitos foram lavados novamente e colhidos para anélise por citometria

de fluxo. Para cada amostra foram considerados no minimo dez mil eventos.
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Figura 16. Ensaio de producdo de vesiculas acidicas de formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 Avaliacao de alteracoes morfoldgicas ultraestruturais

Alteragdes na superficie dos parasitos foram observadas por microscopia eletronica de
varredura (MEV). A técnica consiste em utilizar um feixe de elétrons de pequeno diametro
para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal
do detector a uma tela catodica cuja varredura esta perfeitamente sincronizada com aquela do

feixe incidente.

Formas epimastigotas foram incubadas com ICso de BatxC (11,3 uM) e incubadas por
12 horas. Apds a incubagdo, os parasitas foram fixados por 2 horas com 2,5% de glutaraldeido
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania), lavados duas vezes com PBS e duas
vezes com agua destilada centrifugando-se a 800g por 10 min. Em seguida, as amostras foram
desidratadas e series crescentes de etanol (30-100%), colocadas em laminulas de vidro,
fixadas a 37°C com 5% de CO», cobertas com ouro e observadas em um microscopio
eletronico de varredura FEG Quanta 450 (FEI, Oregon, USA) (LIMA et al., 2016). As
imagens digitais foram adquiridas e armazenas em computador na Central Analitica — UFC

utilizando o Software Nis 4.0.

Figura 17. Ensaio de microscopia eletronica de varredura
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Fonte: Elaborado pela autora
4.6 Analise de dados

Os ensaios foram realizados em triplicada de trés experimentos independentes e os
resultados obtidos expressos em média = erro padrdo da média e os valores de ICso
determinadas por regressdo ndo linear com intervalo de confianca 95%. Comparacdes
estatisticas foram analisadas utilizando ANOVA com Dunett’s post-test no programa

GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade citotoxica do peptideo Batroxicidina sobre células LLC-MK:2 e RAW.

Objetivando investigar o efeito citotdxico da batroxicidina sobre células hospedeiras;
as células LLC-MK: foram incubadas por 24 h em diferentes concentracdes (1,56; 3,12; 6,25;
12,5; 25; 50 e 100 uM) do peptideo e tiveram sua viabilidade determinada pela leitura
espectrofotométrica do ensaio de MTT. O ensaio mostrou que o peptideo ndo diminuiu a
viabilidade celular na maior parte das concentracdes testadas (Figura 18). Tendo uma
diminui¢do significativa da viabilidade apenas na concentracdo de 100 uM (ICso 138,8 uM).

A partir do valor de ICsp obtido foi possivel calcular o Indice de Seletividade (SI), que
representa a seletividade da substincia ao parasita em relacdo a célula de mamifero e

obtivemos o valor de 315. O indice de seletividade do benzonidazol e de 2.18 (Anexo A).

Figura 18. Efeito citotoxico da Batroxicidina sobre as células LLC-MK; apdés 24 h de
tratamento.
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Legenda:O gréfico representa o percentual de viabilidade celular, expresso em média + E.P.M, de
experimentos independentes (n=3). O grupo controle foi tratado com PBS. Anilise estatistica foi
realizada por ANOVA, seguida por teste Dunett, com *p<0,05.
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O ensaio de MTT também foi realizado em linhagem de células RAW (macréfagos) a
fim de determinar a citotoxidade da batroxicidina. O ensaio foi realizado incubando diferentes
concentracdes do peptideo BatxC (0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 uM) por 24h. O ensaio
demostrou que o peptideo nao diminuiu a viabilidade celular em todas as concentragdes

avaliadas (Figura 19).

Figura 19. Efeito citotéxico da Batroxicidina sobre a linhagem celular RAW apds 24 h de
tratamento.

140+
120+
100
80+
60+
40
20

-
—
-
—
i

it

Viabilidade celular (%)

T T T T T T
CT 0,39 0,78 1,66 3,12 6,25 12,5
BatxC (uM)

Legenda: O grafico representa o percentual de viabilidade celular, expresso em média + E.P.M, de
experimentos independentes (n=3). O grupo controle foi tratado com PBS Analise estatistica foi

realizada por ANOVA, seguida por teste Dunett, com *p<0,

5.2 Avaliacao da atividade tripanocida do peptideo Batroxicidina

5.2.1 Efeito da batroxicidina em formas epimastigotas de 7. cruzi

Os ensaios de viabilidade celular da batroxicidina sobre as formas epimastigotas foram
realizados nos tempos de 24h, 48h e 72h.

Ap6s 24h de tratamento, a BatxC obteve IC50 de 11,3 pM enquanto o BZ apresenta
uma IC50 de 218uM (Figura 20). No tempo de 48h também houve melhor atividade
tripanocida do peptideo em estudo com IC50 de 6,33 uM (Figura 20). Em relacdo ao mesmo
periodo de tratamento com o benzonidazol (IC50 = 61,1uM) (Anexo B). Apdés 72h de

exposicdo com as formas epimastigotas, o peptideo foi capaz de inibir 50% do crescimento
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parasitirio em uma concentragdo de 9,6 UM enquanto o BZ necessita de uma concentracao de

16,5UM para alcangar o mesmo efeito (Figura 20) (Anexo B).

Figura 20. Efeito citotoxico da Batroxicidina sobre a forma epimastigota de 7.cruzi.
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Legenda: Os dados foram expresso em média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3), apds 24(A),
48(B), e 72h(C) de tratamento com Batroxicidina . Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida
por teste Dunett, com *p<0,05.
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5.2.2 Efeito da batroxicidina em formas tripomastigotas de 7. cruzi

As formas tripomastigotas, obtidas a partir da eclosdo de células LLC-MK?2, foram
incubadas com diferentes concentra¢des da Batroxicidina (0,045; 0,09; 0,18; 0,39; 0,78 e 1,56
uM) durante 24h.

De acordo com a figura 21, a BatxC apresentou toxicidade para os parasitos a partir
das concentracgdes 0,18 UM e se aproxima de 100% de letalidade na concentragdo de 1,56uM,
conferindo assim uma ICso de 0,44 M. Para o benzonidazol, a ICso é de 282UM (Anexo A e
B).

Figura 21. Efeito citotoxico da Batroxicidina sobre a forma tripomastigota de 7.cruzi.
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Legenda: Os dados foram expresso em média = E.P.M, de experimentos independentes (n= 3), apds 24h de
tratamento com Batroxicidina. Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Dunett, com
*

p<0,05.

5.2.3 Efeito tripanocida in vitro da batroxicidina em formas amastigotas de 7. cruzi

Para investigar o efeito da Batroxicidina sobre a forma intracelular do Trypanosoma
cruzi, foi realizado ensaio em 24h e 48h, utilizando a ICsp (0,44 uM) e dobro da ICsp (0,88
uM) dos experimentos em formas tripomastigotas, as concentragdes estudadas ndo sdo toxicas

para as células hospedeiras LLC-MK2, como ja demostrado em resultados anteriores.
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Nas concentracdes de 0,44 e 0,88 uM em 24h de incubagdao com BatxC foi observado
uma diminui¢do de 40% e 45% respectivamente do percentual de células infectadas (Figura
22) e reducdo de 33% e 43,5% do percentual de amastigotas nas células (Figura 23). O
tratamento com as mesmas concentracoes em 48h de incubacdo, nio demostrou reducao
significativa do percentual de células infectadas (Figura 22), no entanto, houve uma
diminui¢do do percentual de formas amastigotas em 23,9% e 33% (Figura 23). A figura 24
representa o indice de sobrevivéncia (IS) calculado a partir do percentual de células infectadas
e do nimero de formas amastigotas. Fotomicrografias das culturas de células LLC-MK>

contendo amastigotas pode ser visualizada na figura 25.

Figura 22. Percentual de células LLC-MK?2 infectadas com formas amastigotas e incubadas
com Batroxicidina.
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Legenda:Os dados foram expresso em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=3)a por
teste Dunett, com *p<0,05, comparados ao grupo controle.
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Figura 23. Percentual de amastigotas em células tratadas com BatxC.
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3) ap6s
24 e 48h incubados com Batroxicidina nas concentragdes de ICsp (0,44uM) e 2xICso (0,88UM).
Andélise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Dunett, com *p<0,05.

Figura 24. Indice de sobrevivéncia das formas amastigotas incubadas com Batroxicidina.
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Legenda: Os dados foram expressos em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=3), apos
24h de incubagdo com Batroxicidina. Anélise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste
Dunett, com *p<0,05, comparados ao grupo controle.
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Figura 25. Fotomicrografica de células LLCM-K> infectadas com formas amastigotas de
T.cruzi incubadas com Batroxicidina no tempo de 24h.
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Legenda: Laminas obtidas por coloragdo de Giemsa. Fotomicrografia em aumento de 200x, em
microscopio Nikom Eclipse Nis e Software Nis 4.0.

5.3 Determinacao do mecanismo de morte celular induzido pela Batroxicidina em formas

epimastigotas de T. cruzi

5.3.1 Potencial necrotico e/ou apoptotico da Batroxicidina

A fim de investigar o possivel mecanismo de morte celular induzindo pela
Batroxicidina, foi realizada a deteccdo da externalizacdo de fosfatidilserina e da perda de
permeabilidade de membrana por citometria de fluxo (FACS) utilizando Anexina V-PE e 7-
AAD como marcadores.

Nesse ensaio formas epimastigotas de 7. Cruzi foram tratadas com ICsp da BatxC
(11,3uM) e dobro da ICsp (22,6uM) em diferentes tempos de incubagdo (6 e 24h) e
posteriormente marcadas com Anexina e 7-AAD (Figura 26, Figura 28).

De acordo com a figura 27 os parasitas tratados com BatxC nas concentragdes
avaliadas em 6 horas de tratamento, resultou no aumento de células marcadas
predominantemente com 7-AAD (quadrante superior esquerdo), caracterizando células com
perda de permeabilidade de membrana. Houve um aumento da populacao de 17 e 12% (IC50
e 2xICso, respectivamente), quando comparadas ao grupo de parasitas nao tratado (0,7%).

Quando os parasitas foram tratados por 24h (Figura 29), houve um aumento ainda

maior da marcacdo com 7-AAD em ambas as concentragdes estudadas, indicando que a
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Batroxicidina, induz a morte desses parasitas predominantemente através de um processo

celular de necrose.

Figura 26. Perfil de morte em formas epimastigotas de 7. cruzi apds 6h de incubacdo com
Batroxicidina.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Perfil de morte em formas epimastigotas apds 6h de incubagdo com IC 50 e dobro da ICsg
Batroxicidina. Os dados foram expressos como percentual de eventos * erro padrdo médio (EPM) de trés
experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e p6ds-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs.
grupo controle).7AAD-/AX- : células ndo marcadas; 7AAD+/AX- : marcado com 7-amino actinomicina D;
TAAD-/Ax+ : marcados com anexina V; 7AAD+/AX+ : marcado com 7-AAD e Anexina V-PE). CT:
Controle.
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Figura 27. Gréficos Density-plot de distribuicdo das populagdes celulares submetidas ao
ensaio de investigacdo de mecanismo de morte celular por citometria de fluxo em 6h de
incubacdo com ICso (11,3 uM) e dobro da ICs0(22,6 uM).
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MARCAGCAO ANEXINA V- PE

Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Representacdo da marcacdo de Anexina V-PE e 7-AAD. Quadrante inferior esquerdo: células
vidveis (ndo-marcadas); quadrante inferior direito: células marcadas com Anexina V; quadrante superior
esquerdo: células marcadas apenas com 7-AAD; quadrante superior direito: células marcadas duplamente
com 7-AAD e Anexina V-PE. CT: Controle.
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Figura 28. Perfil de morte em formas epimastigotas de 7. cruzi ap6s 24h de incubacdo com
Batroxicidina (11,3 uM e 22,6 uM ).
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Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: Perfil de morte em formas epimastigotas apds 24h de incubag¢do com IC 5o e dobro da ICs

Batroxicidina. Os dados foram expressos como percentual de eventos * erro padrio médio (EPM) de trés
experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pds-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs.
grupo controle).7AAD-/AX- : células ndo marcadas; 7TAAD+/AX- : marcado com 7-amino actinomicina D;
TAAD-/Ax+ : marcados com anexina V; 7AAD+/AX+ : marcado com 7-AAD e Anexina V-PE). CT:

Controle.
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Figura 29. Gréficos Density-plot de distribuicdo das populagdes celulares submetidas ao
ensaio de investigacdo de mecanismo de morte celular por citometria de fluxo em 6h de
incubacio com ICso (11,3 uM) e dobro da ICs¢(22,6 uM).
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MARCAGAO ANEXINA V- PE

Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Representacdo da marcacdo de Anexina V-PE e 7-AAD. Quadrante inferior esquerdo: células
vidveis (ndo-marcadas); quadrante inferior direito: células marcadas com Anexina V; quadrante superior
esquerdo: células marcadas apenas com 7-AAD; quadrante superior direito: células marcadas duplamente
com 7-AAD e Anexina V-PE. CT: Controle.
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5.3.2 Alteracao do potencial transmembranico mitocondrial (A¥Ym)

Nesse ensaio, o parasito na sua forma epimastigota foi incubado com rodamina 123
(Rho 123), corante fluorescente especifico que se acumula no espago intermembrana
mitocondrial de células vidveis.

Nesse ensaio as formas epimastigotas do parasito foram tratadas com BatxC na
concentracdo de 11,3uM em 6 e 24h. A figura 30 A mostra uma diminuicdo gradual da
emissdo de fluorescéncia em células tratadas com Batroxicidina (deslocamento a esquerda),
quando comparada ao grupo controle ndo tratado. Apds 24h de tratamento esse resultado se
torna ainda mais evidente (figura 30B), sugerindo que hid um dano mitocondrial nesses
parasitas tratados com o peptideo, uma vez que a rodamina se acumula apenas em
mitocOndrias intactas. Quando ha lesdo na organela, portanto, a fluorescéncia diminui de
intensidade indicando despolarizagao mitocondrial, observado pelo deslocamento da curva de

histograma para a esquerda.

Figura 30. Histograma representativo da emissdo de fluorescéncia de Rodamina 123.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: (A) Valores de fluorescéncia relativa e (B) Formas epimastigotas de 7. cruzi tratados com
Batroxicidina com 11,3 uM (ICsp) durante 6 e 24 horas. CT: Controle (formas epimastigotas nio
tratadas). Os dados foram expressos como intensidade de fluorescéncia + erro padrdo médio (EPM) de
trés experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pds-teste de Dunnet (p<
0,05 vs. grupo controle).
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5.3.3 Producao de espécies reativas de oxigénio (ERQOs)

Com o intuito de investigar o envolvimento das espécies reativas de oxigénio no
processo de morte celular. Formas epimastigotas foram incubadas com 2°-7°
diclorodihidrofluoesceina diacetato (DCF-DA), que é permeavel a membrana celular e nao-
fluorescente. Na presenca de ROS, este composto é oxidado no interior da célula e produz um
composto fluorescente, 2°, 7”- diclorofluoresceina (DCF), que permanece no meio intracelular
(SRIVASTAVA et al., 2009). Conforme a figura 31A, houve um aumento significativo de
células marcadas pelo DCF (deslocamento a direita) quando populacdo € comparada ao grupo
controle ndo tratado, especialmente depois de 24h de incubacido com a BatxC (Figura 31B).
Os resultados confirmam, ju8nto aos resultados anteriores, uma morte predominante desses

parasitas por necrose com altera¢do mitocondrial e producdo de EROS.

Figura 31. Histograma representativo do sinal fluorescente de DCFH-DA.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: (A) Valores de fluorescéncia relativa (B) Formas epimastigotas de T. cruzi tratados com
Batroxicidina com 11,3 pM (ICso) durante 6 e 24 horas. Células ndo tratadas foram utilizadas como
controle negativo (CT). Os dados foram expressos como intensidade de fluorescéncia * erro padrdo
médio (EPM) de trés experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pds-
teste de Dunnet (p< 0,05 vs. grupo controle).
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5.3.4 Avaliacao de inducao de autofagia

A induc¢do de uma via alternativa de morte celular também foi investigada. A autofagia
€ um processo celular fisiologico para degradagado e reciclagem de componentes do citosol e
organelas celulares danificadas, para manutencdo da homeostase celular em condi¢des
adversas como privacdo de nutrientes, presengca de patdgenos e  toxinas.
Diversas propriedades e proteinas especificas t€ém sido utilizadas para quantificacio do
processo autofagico. Uma propriedade que se aproveita do mecanismo autofagico € o fato de
os fagossomos serem organelas acidas. Assim, pode-se utilizar o corante fluorogénico
acidotrépico laranja de acridina para marcar especificamente esses ambientes celulares. A
autofagia celular induz a formagdo de fagossomos onde o marcador se deposita. O corante
laranja de acridina cora citoplasma e nucleo celulares com fluorescéncia verde e, quando em
um ambiente &acido, sofre modificagdes fisico-quimicas e passa a emitir fluorescéncia
vermelha. Logo, células com uma fluorescéncia vermelha elevada detectadas em citometria de
fluxo sdo caracterizadas como células realizando autofagia.

Neste ensaio foram marcadas com laranja de acridina, apds 6 e 24h de incubagdo com
11,3uM de BatxC. Os resultados ndo evidenciaram processo autofagico induzido pela
Batroxicidina, uma vez que nio houve diferenca significativa na emissao de fluorescéncia do

grupo tratado em comparagdo ao nao tratado (Figura 32 A e B).

Figura 32. Fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de 7. cruzi marcadas com Laranja
de Acridina.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: (A) Valores de fluorescéncia relativa (B) Formas epimastigotas de 7. cruzi tratados com a
com 11,3 uM em 6 e 24 horas. CT:Controle. Os dados foram expressos como intensidade de
fluorescéncia = erro padrio médio (EPM) de trés experimentos independentes e analisados
estatisticamente por ANOVA e p6s-teste de Dunnet (p< 0,05 vs. grupo controle).
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5.4 Alteracoes morfologicas induzidas em formas epimastigotas 7. cruzi tratadas com o

peptideo Batroxicidina.

As andlises por microscopia eletronica de varredura em formas epimastigotas nao
tratadas e tratadas com Batroxicidina (11,3uM) durante 24h de incubagdo evidenciaram
alteracdes morfologicos provocados pelo peptideo ao parasito, confirmando que o processo de
necrose € o principal mecanismo de morte do T.cruzi expostos ao peptideo BatxC. A figura
33 mostra que o grupo controle ndo tratado apresenta parasitos intactos com organelas e
membranas bem preservadas. Os parasitos tratados com a Batroxicidina (Figura 34)
apresentam alteragdes visiveis de degradacdo completa da cauda (Figura 34A), modificacdo
importante da forma (Figura 34B), formac¢do de poro na membrana celular e extravasamento

do conteddo celular (Figura 34 C-E).

Figura 33. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de formas epimastigotas de T.cruzi

ndo tratadas com batroxicidina.

Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: Observam-se parasitos com comprimento adequado, corpos alongados tipicos (A) e intactos
morfologicamente (B). Barra de escala:4 pm.
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Figura 34. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de formas epimastigotas de T.cruzi
apo6s 24h de incubacgdo com a batroxicidina (11,3 uM).

Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Observa-se degeneracdo da cauda (A), modificacdo na parte superior do parasito (B)
e formacao de poro na membrana do parasito com extravasamento de material celular (C-E)
apo6s a incubacgdo da Batroxicidina (11,3uM) com formas epimastigotas de 7. cruzi durante
24h. Barra de escala: 4,2 ¢ 1 um.
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6. DISCUSSAO

A Doenca de Chagas é um problema de saide publica e existe uma necessidade
intermitente de se pesquisar novas alternativas terapéuticas para seu tratamento, visto que os
dois farmacos disponiveis no mercado sdo eficazes principalmente no tratamento da fase
aguda e apenas em 20% dos casos na fase cronica. Além disso, apresentam efeitos colaterais
graves, sendo contraindicado para criancas e gestantes (MARIN-NETO er al., 2009;
MORILLA; ROMERO, 2015; CHATELAIN, 2017). Logo, a identificagdo de novos agentes
tripanocidas, assim como novos mecanismos de acdo, com baixa citotoxicidade, amplo
espectro de atividade sdo pontos criticos no desenvolvimento de agentes terapéuticos e
estratégias de tratamento cada vez mais eficientes. Adicionalmente, existem poucos estudos
com atividade antiparasitiaria de peptideos antimicrobianos, principalmente quando

comparados com o extenso arsenal de estudos com atividade antibacteriana.

Os Peptideos Antimicrobianos (PAMs) exibem certas caracteristicas que os tornam
atraentes como alternativas aos farmacos convencionais, incluindo seu modo de acdo rapido,
baixa probabilidade de desenvolvimento de resisténcia e capacidade de agir em conjunto com
regimes de drogas existentes, alternativa conhecida como sinergismo; eles sdo comumente
relacionados a sua alta especificidade contra estruturas do alvo microbiano, uma vez que estes
sao componentes naturais que exercem papel fundamental na imunidade inata, sendo menos
propensos a induzirem resisténcia (ZASLOFF, 2002). Eles mostram um alto nivel de
toxicidade contra diversos microrganismos unicelulares, tais como bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, bem como fungos, metazodrios, outros parasitas, € at¢ mesmo células
cancerosas e virus (HOSKIN E RAMAMOORTHY, 2008; ZASLOFF, 2002). Esses
Peptideos vém sendo muito utilizados em pesquisas contra diversas doencas parasitarias,
principalmente contra Doenga de Chagas. McGwire e Kulkarni (2010) e Harrington (2011)
identificaram alguns peptideos antimicrobianos e derivados sintéticos que sdo ativos contra os
cinetoplastos relacionados a 7. cruzi, Leishmania spp. e tripanossomas africanos. Portanto, o
estudo de seus respectivos mecanismos de acdo é de fundamental importancia no
desenvolvimento e conhecimento de alvos farmacologicos.

Catelicidinas, peptideo antimicrobiano presente na imunidade inata em de numerosos
animais vertebrados (GAO et al., 2015) foram identificadas nas bibliotecas de cDNA de
glandula de veneno de espécies de serpentes de diversificados géneros da América do Sul,

incluindo Crotalus durissus terrificus, C. d. Cascavella, Lachesis mutu muta, Bothrops atrox
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e B. lutzi. As sequéncias deduzidas destas catelicidinas de veneno de serpente foram
denominadas vipericidinas (RADIS—BAPTISTA, 2015). As Vipericidinas, catelicidinas de
venenos de glandula pitdide, demonstraram atividade antimicrobiana e anticancerosa
(FALCAO et al., 2014; 2015; CAVALCANTE et al., 2016). Recentemente a batroxicidina,
vipericidina isolada da glandula da serpente Bothrops atrox, foi obtida e sintetizada,
apresentando atividade antibacteriana contra uma grande variedade de cepas gram negativas e
positivas (S. pyogenes, A. baumannii, E. faecalis, S. aureus, E. coli, K.pneumoniae e P.
aeruginosa), com baixo potencial hemolitico, indicando sua possivel utilidade como
estruturas para o desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos (FALCAO et al., 2014).
Estudos com venenos de serpentes do género Bothrops (B. atrox, B. jararaca e B. lutzi)
apresentaram atividade tripanocida (DEOLINDO et al., 2010; De Melo et al., 2011; DE
MENEZES et al., 2012).

A relevancia desses PAMs vipericidineos, em conjunto com a atividade tripanocida
apresentada por alguns venenos Botrdpicos, motivaram a busca por uma potencial atividade
da Batroxicidina em cepa Y de Trypanossama cruzi, bem como o indice de seletividade para
0 parasita e seu mecanismo de acdo, comparando os resultados a droga de escolha disponivel

no mercado brasileiro para o tratamento da Doenca de Chagas, o benzonidazol.

Dependendo da interacdo com o hospedeiro ou reservatorio, 7. cruzi pode assumir trés
formas morfoldgicas diferentes ao longo de seu ciclo de vida: epimastigota (fase proliferativa
do inseto-vetor), tripomastigota (forma infecciosa, ndo-proliferativa) e amastigota (forma
proliferativa intracelular) (ADADE et al., 2012). Nesse trabalho, Batroxicidina foi estudada
nas trés diferentes formas do ciclo evolutivo do parasito e apresentou efeito citotdxico para

todas as formas.

O peptideo Batroxicidina (BatxC) apresentou atividade tripanocida tempo-dependente
comparados ao BZ em formas epimastigotas. No tempo de 24h de tratamento as
concentracdes de ICso do Benzonidazol (218uM) foram bem maiores do que as do peptideo
testado (11,3uM). Para os tempos de 48h e 72h as IC50 do BZ foram 10 e 2 vezes maiores do

que as do BatxC, respectivamente.

Peptideos isolados do veneno de serpentes, como a Crovirin, mostraram efeito
semelhante, sendo efetivos contra as trés formas evolutivas de T. cruzi e uma alta seletividade

ao parasita (ADADE et al., 2014). A descoberta deste peptideo de efeito tripanocida foi
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inspirada em estudos realizados com o veneno da serpente Crotalus virides virides contra T.

cruzi, buscando-se o peptideo responsavel por essa acdo (ADADE et al., 2011).

As formas tripomastigotas e amastigotas foram obtidas por infec¢ao de células LLC-
MK?2. Esta linhagem de células renais suporta uma elevada percentagem de cé€lulas infectadas,
indice de interiorizagdo (parasitas/célula) e numero de liberacdo de tripomastigotas
(ZINGALES et al., 1982; ANDREWS; COLLI, 1982). A Batroxicidina demonstrou uma
baixa toxidade em células LLC-MK> e macréfagos murinos (RAW 264.7), considerando as

concentracdes usadas em linhagens celulares e comprando com os parasitos em cultivo.

Nos ensaios com a forma tripomastigota de T.cruzi (forma infectante nao
proliferativa), a BatxC exibiu efeito dose-dependente apds 24 horas de incubagdo. A BatxC
apresentou atividade nas concentracdes de 0,18 uM até 1,56 uM, tendo uma melhor inibi¢dao
dos parasitas na concentracdo de 1,56uM. A acdo tripanocida de BatxC foi mais eficiente que
a droga de referéncia Benzonidazol. Enquanto a ICsyp de BatxC foi de 0,44 uM para a forma
tripomastigota, a do farmaco de referéncia foi de 282uM, demostrando grande relevancia em

seu efeito tripanocida, uma vez que esta € a forma infectante em humanos.

Virios PAMs isoladas de insetos e mamiferos sdo ativos contra T. cruzi em ensaios in
vivo. Homodlogos sintéticos da Cecropina B, isolada do veneno do inseto Hyalophora
cecropia, sdo toxicos aos tripomastigotas de T.cruzi, além de ser ativo contra as formas
intracelular dentro de células Vero, sem apresentar toxicidade a célula hospedeira (BARR et
al., 1995; JAYNES et al., 1988). Dermaseptina, peptideo antimicrobiano isolado
da pele de anfibios da subfamilia Phyllomedusinae, também demostraram atividade contra a
forma tripomastigota de T.cruzi, sem ser citotoxicidade em células de mamifero (BRAND et

al., 2002).

A fim de realizar uma andlise estatistica e ratificar esta comparacdo, foi calculado o
indice de seletividade. O critério utilizado por WHO/TDR para substancias promissoras
contra o T. cruzi é um indice de seletividade maior que 50 (NWAKA; HUDSON, 2006). O
indice de seletividade € calculado pela relacdo entre as ICsy da célula-alvo e da célula
hospedeira. Neste estudo, utilizamos os dados de concentragdo inibitoria de 50% da cultura de
tripomastigota e LLC-MK: para obtenc¢io dos indices de seletividade de BatxC e BZ. BatxC

apresentou indice de seletividade de 315, assim o valor apresentado encontra-se dentro do
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critério da WHO/TDR, sendo bastante significativo comparando ao indice de seletividade do

BZ de 2,18.

Outros peptideos de venenos demostraram seletividade contra 7. cruzi, no entanto com
indices de seletividade menores do que os encontrados para a BatxC. Estudos realizados como
a Melitina, peptideo obtido do veneno da abelha Apis melifera, apresentou um indice de
seletividade de 35 (ADADE et al., 2013). Portanto, o calculo de indice de seletividade

permite justificar os trabalhos in vitro e as posteriores pesquisas translacionais.

No contexto da evolugdo clinica da doenga de Chagas, ela é usualmente dividida em
duas fases: aguda e cronica. Na fase aguda, a parasitemia pode ser evidente, favorecendo o
tratamento e, inclusive a obtencdo de sucesso terapéutico utilizando os medicamentos
convencionais (SESTI-COSTA et al., 2014). Em contrapartida, a fase cronica consiste em um
parasitismo tecidual no qual as formas amastigotas reproduzem-se por fissdo bindria no
citoplasma de células do hospedeiro, sendo esta fase de mais dificil tratamento, uma vez que
os farmacos existentes aprovados ndao sdo capazes de permearem significativamente a
membrana plasmatica (MORILLA; ROMERO, 2015). Portanto, um novo desafio surge com a

busca de substancias com uma citotoxicidade seletiva para as formas amastigotas.

Assim sendo, com a finalidade dar continuidade ao estudo da atividade antiparasitaria
da Batroxicidina nos diferentes niveis do ciclo evolutivo do protozoario, foram realizados os
ensaios em formas amastigotas (forma infectante e proliferativa). Os experimentos com a
BatxC contra as formas intracelulares mostraram que houve uma reducdo no percentual de
células infectadas, como também houve reducao na porcentagem do nimero de amastigotas
nas células. A Batroxicidina foi capaz de reduzir o percentual de células infectadas em 40-
45%, e o percentual de formas amastigotas em 33% e 43,5% nas concentracdes de 0,44 e 0,88
uM apés 24h de tratamento, enquanto BZ mostrou efeito em concentracdes de 280 e 560 uM,
com diminui¢do de apenas 25% do percentual de células infectadas e na reducao de 46% do
nimero de amastigotas celulares. Em 48h de incubagdo, com as mesmas concentracdes
utilizadas, BatxC ndo foi capaz de reduzir o percentual de células infectadas, no entando
reduziu o percentual em 23% e 33% (ICso e 2xICs0), de formas amastigotas nas células
hospedeiras. Esse resultado demonstra que a acdo do peptideo e tempo-dependente, e que
induzir a morte dos parasitas pelo mecanismo necrose, possui uma rapida acdo, obtendo
melhores resultados em 24h de tratamento. No entanto, ainda apresenta resultados

satisfatorios na diminui¢do do percentual de formas amastigotas.
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A resisténcia das formas amastigotas intracelulares aos tratamentos tem sido reportada
em alguns estudos como um resultado da dificuldade de certas drogas atravessarem a
membrana da célula infectada e obter o acesso ao parasito dentro do vacuolo parasitoforo
(BORGES et al, 2012). Ainda neste contexto, protozoarios amastigotas sdo descritos como
células mais resistentes quando comparados com as formas promastigotas (formas
extracelulares), uma vez que a superficie externa do glicocalix dos promastigotas é composta
por lipofosfoglicano e proteofosfoglicano, sendo carregada negativamente e favorecendo a
permeacdo de peptideos (RAJA et al., 2017). Destaca-se, portanto, a importancia do resultado
obtido, uma vez que os farmacos disponiveis sdo ineficazes no tratamento contra as formas
amastigotas, confirmando a relevancia do estudo destes peptidios no enriquecimento do
arsenal terapéutico quimioterdpico (MARIN-NETO et al., 2009; URBINA; DOCAMPO,
2003).

Além de estudar o efeito tripanocida, neste trabalho também foi investigado o
mecanismo de morte induzido por BatxC no parasito 7. cruzi através de ensaios de citometria
de fluxo e microscopia eletronica de varredura utilizando marcadores especificos. Na
citometria de fluxo, os parasitos tratados com BatxC foram marcados com 7-AAD e Anexina
e os resultados demostraram que em 6 e 24 horas de tratamento houve um aumento
significativo da populacio de parasitos marcado com a fluorescéncia proveniente do 7-AAD,
nas duas concentracdes estudadas (ICso e 2xICso) indicando que houve lesdo da membrana
celular, visto que esse marcador nao € permeavel em membranas integras. Este resultado
caracteriza um possivel envolvimento necrético no processo de morte induzido pelo peptideo.
Para confirmar esta hipdtese, dois outros ensaios foram realizados por citometria em 6 e
24horas. O ensaio utilizando Rodaminal23, avaliando modificacdes no potencial
transmembranico mitocondrial e DCFH-DA, para a mensuracdo da formacdo de espécies

reativas de oxigénio intracitoplasmaticas.

As caracteristicas de morte por necrose em parasitos envolvem alteragdes nas
mitocondrias, incluindo a despolarizacdo mitocondrial, repercutindo na deplecao de ATP e
consequente geracdo de EROs (radicais livres, como o 0%, H20,, OH"), levando a dano redox
e oxidacdo de lipidios de membranas. O metabolismo energético alterado contribuird para o
aumento da glicélise anaerdbica e diminui¢do das reservas de glicogénio, aumentando o 4cido
latico e fosfatos inorgancios. Esse aumento de producdo acida causa diminui¢do do pH,

prejudicando a atividade de muitas enzimas celulares. Adicionalmente, a deficiéncia na
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bomba de calcio, devido a falta de energia acarreta em desequilibrio da homeostase do célcio,
através do aumento do célcio intracitoplasmatico, o que desemboca na ativacdo de muitas
enzimas que levam a degradacgdo celular, como as endonucleases e as proteases; a diminui¢dao
da sintese protéica resulta em danos as membranas mitocondriais e lisossomiais. Ocorre
também a vacuolizacdo citoplasmatica através da disfuncdo da bomba de sédio e potéssio
(Na*/ K" ATPase), acumulando sddio intracelularmente e levando a perda de potéssio para o
meio externo, gerando edema celular e dilatagdo do reticulo endoplasmatico, desorganizagao
do complexo de Golgi e, em ultima instancia, a degradacio da membrana plasmatica

(MENNA-BARRETO et al., 2009; MEIRA et al., 2015).

A andlise de Rhol23 mostrou que ocorreu redu¢cdo na fluorescencia no grupo de
parasitos tratados com a batroxicidina, condizente com alteragdes na membrana mitocondrial,
uma vez que a Rho 123 s6 se acumula em mitocondrias intactas livres de danos emitindo
fluorescéncia vermelha. E comum a lesdo mitocondrial resultar na formacdo de um canal de
alta condutancia na membrana mitocondrial, chamado de poro de transi¢do de permeabilidade
mitocondrial. A abertura desse canal determina a perda do potencial de membrana da
mitocondria e alteragdo do pH, resultando em falha da fosforilacio oxidativa e deplecao

progressiva do e ATP, culminando na necrose da célula (KUMAR et al., 2013).

O aumento de EROs também pode ser observado através da andlise de fluorescéncia
do DCFH-DA. Apesar do seu efeito citotoxico bem conhecido, o papel de EROs nestes
protozoarios € complexo, mas alteragdes mitocondriais parecem estar ligadas a produgdo
desses radicais. Dependendo da concentracio, estas espécies reativas poderiam causar morte
dos parasitas, devido a uma diminuicdo na eficiéncia do metabolismo aerébico (MENNA-
BARRETO; CASTRO, 2014). Durante o processo respitatorio, diversos agentes oxidantes
que podem causar disfun¢do e perda de fun¢cdo mitocontrial sdo produzidos na mitocondria de

T. cruzi (PIACENZA et al., 2009).

O T. cruzi possui variados mecanismos antioxidantes com o objetivo de resistir as
EROs formadas durante a explosdo respiratéria, sobretudo nos macréfagos do hospedeiro,
assegurando o seu potencial infectivo. Dentre os mecanismos detoxificantes existentes no
parasito, destacam-se vias citoplasmaticas, enzimaticas extracelulares e, principalmente, as
mitocondriais. Portanto, substancias capazes de regular o stresse oxidativo nas células do
parasito e, consequentemente, de despolarizar o potencial elétrico altamente negativo presente

na membrana mitocondrial estdo intimamente relacionadas com a disruptura da cadeia
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transportadora de elétrons, gerando isquemia celular e, como principal consequéncia os
fendmenos de morte celular, principalmente por vias necréticas, afirmagdes corroborantes aos

achados do presente trabalho (PIACENZA et al., 2009; GOES et al., 2016).

O ensaio de microscopia eletronica de varredura com parasitos tratados com BatxC
mostrou danos na ultraestrutura morfoldgica, tais como perda na integridade da membrana
plasmaética, retracdo de flagelos e formagao de corpusculos celulares, achados indicativos de
dano necrético, corroborando com os dados obtidos na citometria de fluxo com Anexina e 7-
AAD, no quais houve uma marcagao predominante por 7JAAD (MENNA-BARRETO et al.,
2009). Tudo isso, junto as alteracdes bioquimicas observadas nesse estudo, como alteragdo da
integridade da membrana, alteragdo no potencial da membrana mitocondrial, aumento de

EROS sugerem que BatxC induz morte por necrose em 7. cruzi.

A induc¢do de necrose em formas epimastigotas de 7. cruzi, foi observada em outros
estudos utilizando venenos de serpentes e suas fracdes isoladas, onde achados como lesdo de
membrana celular com perdas de componentes citoplasmatico e alteracdo do potencial da
membrana mitocondrial também foram encontrados (DEOLINDO et al., 2005; ADADE et al.,
2010; ADADE et al., 2014).

As catelicidinas agem causando dano na membrana e junto a outros mecanismos gera
a morte do parasito. Estudos realizados por McGwire et al. (2010) contra o Trypanosoma
brucei, demostraram atividade tripanocida de diferentes catalicidinas, através da ruptura da
membrana celular. A catalicidina equina, eCATHI1 também foi capaz de matar Trypanosoma
brucei, Trypanosoma evansi e Trypanosoma equiperdum causando permeabilizacdo da
membrana plasmatica e alteracdo do potencial da membrana mitocondrial (CAUCHARD et

al., 2016).

Diferentes PAMs levam a morte celular ao induzir necrose, apoptose e até mesmo
autofagia (BERA et al., 2003; KULKARNI et al., 2006, 2009a). A sequéncia de eventos que
levam a diferentes modos de morte celular induzida por PAMs ndo € ainda inteiramente
clara. Sendo necessario outros estudos para elucidar esses mecanismos que culminam em

diferentes vias de morte celular.

Os resultados mostrados no presente trabalho fortalecem a teoria de que embora esteja

bem estabelecido que os peptideos antimicrobianos desestabilizem as membranas da
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superficie celular, parece que também podem entrar nas células e associar-se as organelas
intracelulares, dando origem a efeitos nas vias metabdlica e bioenergética. Neste contexto, 0s
dados de morte celular obtidos corroboram com a informacdo de que tripanossomideos
possuem uma unica mitocondria, a qual apresenta estrutura distinta daquelas das células de
mamiferos, tornando esta organela um potencial alvo farmacolégico, desde que haja

permeabilidade de membrana (RAJA et al., 2017).

Ainda no sentido de se investigar possiveis mecanismos de morte celular, a autofagia
também foi investigada como via alternativa de inducdo de morte através da marcacdo com
laranja de acridina em citometria de fluxo. Entretanto, ndo houve aumento significativo de
fluorescéncia entre as células tratadas com BatxC e o controle negativo, indicando que ndo
houve aumento do acimulo do marcador em compartimentos acidos que indicariam autofagia.
Em contrapartida, a melitina, um peptideo isolado do veneno da abelha Apis mellifera foi tem
acdo contra o parasito Trypanossoma cruzi, afetando as formas evolutivas do parasito e
levando a mudltiplos efeitos. Nas formas epimastigotas, foi observado a morte celular
autofagica como principal mecanismo de morte. Em contraste, nas formas tripomastigotas o
mecanismo apoptético foi a via de morte celular programada encontrada (ADADE et al.,

2013).

Portanto, BatxC foi efetivo contra todas as formas de T.cruzi, apresentando um melhor
resultados nas duas formas mais importantes (tripomastigota e amastigota) para tratamento da
doenca. O peptideo possui alto indice de seletividade e inibiu formas amastigotas, com
concentracdes inferiores as necessdrias para causar danos as células hospedeiras. Sendo uma
substancia com possivel potencial terapéutico no tratamento sinérgico com benzonidazol, ou
até mesmo no desenvolvimento de uma nova ferramenta terapéutica, com seguranga superior

ao atual farmaco de referéncia utilizado no tratamento da doenca de chagas.
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7. CONCLUSAO

O peptideo Batroxicidina apresenta efeito tripanocida sobre as trés formas de
Trypanosoma cruzi, sem apresentar toxicidade in vitro em células de mamifero. As alteracdes
celulares que levam o parasito a morte, sdo indicativas de necrose, envolvendo lesdo da
membrana celular, dano mitocondrial e liberagdo de espécies reativas de oxigénio. Os
resultados apresentados, demostram que o BatxC ¢é uma substincia promissora no

desenvolvimento de novos agentes terapéutico para o tratamento da doenca de Chagas.
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APENDICE A

Tabela 3. Efeito da Batroxicidina em Trypanossoma cruzi e células de mamifero.

Epimastigote Trypomastigote LLC-MK2
(T. cruzi) (T. cruzi)
BatxC Bz BatxC Bz BatxC Bz
24h  11.3£1.6  218%15 0.44+0.05 282420 138.8+20  614.8+30
(315.5) (2.18)
48h 63317 61.1£3 nd nd nd nd
72 h 9.6 £3.5 16.5+1 nd nd nd nd

Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda:As formas epimatigotas e tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi foram quantificadas
por contagem em camara de neubauer e as células LLC-MK2 foram quantificadas por ensaio
de MTT. Os valores Indice de Seletividade foram expressos entre parénteses. Os valores de
ICso expressos em pM. Os dados sdo expressos como médias £+ SEM De 3 experimentos

independentes.
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ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs) are potential alternatives to conventional antibiotics, as they have a fast
mode of action, a low likelihood of resistance development and can act in conjunction with existing drug
regimens. We report in this study the effects of batroxicidin (BatxC), a cathelicidin-related AMP from
Bothrops atrox venom gland, over Trypanosoma cruzi, a protozoan that causes Chagas' disease. BatxC
inhibited all T. cruzi (Y strain: benznidazole-resistant) developmental forms, with selectivity index of 315.
Later, separate flow cytometry assays showed T. cruzi cell labeling by 7-aminoactinomycin D, the increase
in reactive oxygen species and the loss of mitochondrial membrane potential when the parasite was
treated with BatxC, which are indication of necrosis. T. cruzi cell death pathway by a necrotic mechanism
was finally confirmed by scanning electron microscopy which observed loss of cell membrane integrity.
In conclusion, BatxC was able to inhibit T. cruzi, with high selectivity index, by inducing necrosis.

Necrosis
Cathelicidin
Antimicrobial peptide

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Chagas’ disease also known as American trypanosomiasis is one
of the world's 13 neglected diseases. According to the World Health
Organization an estimated 10 million people are infected world-
wide and more than 28 million are at risk of the disease. The
causative agent is the flagellated protozoan Trypanosoma cruzi,
which is transmitted by a triatomine insect (Volpato et al., 2015;
WHO, 2016).

The current available drugs to treat Chagas’ disease, nifurtimox
and benznidazole, are only effective in the acute phase, but fails to
eradicate the intracellular form of parasites in chronic phase
(Morilla and Romero, 2015). Futhermore, these medicines causes
undesirable adverse effects in up to 40% of patients, which include
nausea, vomiting, abdominal pain and several neurological effects
(Marin-Neto et al., 2009).

* Corresponding author.
E-mail address: martinsalice@gmail.com (A.M.C. Martins).

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2017.02.031
0041-0101/@ 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The search for new molecules with potential anti-T. cruzi ac-
tivity has been intensified in the field of natural products, with a
special emphasis on selective polypeptides from animal venoms.
These venom polypeptides and their fractions have stimulated
many studies for drug discovery, with some notable successes
(Harvey, 2014). A specific group of molecules derived from such
venoms with potential anti-protozoa activities comprises the so-
called antimicrobial peptides (AMPs), which have shown activity
not only against T. cruzi but also against African trypanosomes and
Leishmania spp. Also named host defense peptides, they are
amphipathic molecules mainly composed of positively charged
(hydrophilic) and hydrophobic residues, which can interact with
and disrupt parasite cell membranes (Mcgwire and Kulkarni, 2010;
Teixeira et al., 2012). An important class of these AMPs regards to
the cathelicidins, which are found as multi-effector molecules of
the innate immunity in numerous vertebrate animals. All cath-
elicidins share in common a conserved N-terminal preproregion
composed of the signal peptide and the cathelin, cathepsin L in-
hibitor, domain and a variable C-terminal region which contains the
mature sequence responsible for the antimicrobial activity (Gao
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et al., 2015).

Recently, our research groups have found and characterized
cathelicidin precursors from the venom gland cDNA libraries of
several species of South American pit viper snakes, including Cro-
talus durissus terrificus, C.d. cascavella, Lachesis muta muta, Bothrops
atrox and B. [utzi; the deduced mature sequences of these snake
venom cathelicidins were collectively named vipericidins (Radis-
Baptista, 2015). Batroxicidin, vipericidin from B. atrox, was ob-
tained and it shows good antibacterial activity, especially against
Gram-negative species (Falcao et al., 2014).

In this study, we have evaluated the anti-parasitic effect of
batroxicidin, focusing on its potential activity against T. cruzi. This
aim was pursued by verifying the cathelicidin-related peptide try-
panocidal activity against all protozoan morphological forms.
Additionally, the main mechanism that trigger T. cruzi cell death
was also investigated followed of the treatment with batroxicidin.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and cells

Batroxicidin
(KRFKKFFKKLKNSVKKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-amide;
MW = 4258.63 g/mol) was obtained as described by Falcao et al.
(2014). The peptide stock solutions were prepared at 1000 uM
with deionized water as required and kept at 4 °C for up to six
weeks. Beznidazole (Bz) (C12H12N403; MW = 260.249 g/mol) was
obtained from Roche® (Basileia, Switzerland) and stock solutions
were prepared at 1000 mM with PBS and kept at 4 °C for up six
weeks. The Rhesus monkey kidney cells LLC-MK2 (ATCC CCL-7)
were cultured in DMEM medium (Vitrocell, Sio Paulo, Brazil)
supplemented with 10% FBS and 1% antibiotics solution in T-25/
75 cm” flasks maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with
5% COz. These cells were split each time they reached 80—90%
confluence after being harvested with a solution containing 0.25%
trypsin and 2.21 mM EDTA. Trypanosoma cruzi Y (benznidazole-
resistant) strain were isolated in Laboratory of parasites Biochem-
istry, University of Sao Paulo (Sao Paulo — Brasil) and donated in
epimastigote and trypomastigote forms.

(BatxC)

2.2. Batroxicidin activity assay against T. cruzi epimastigote forms

Epimastigote forms of T. cruzi Y stain were added to 96-well
plates (10° parasites/mL) containing 2-fold serial dilutions of
BatxC or Bz in Liver Infusion Tryptose medium supplemented with
1% antibiotics and 10% of FBS. Final concentration ranges were:
0.19—-100 uM of BatxC and 15,6—1000 uM of Bz. Parasites growth
inhibition was quantified in a Neubauer chamber after incubation
at 28 °Cfor 24,48 and 72 h (Rodrigues et al., 2014). Relative viability
was determined with parasites treated with only sterile PBS in
medium as negative controls (100% viability) and experiments
carried out in triplicate.

2.3. Batroxicidin activity assay against T. cruzi trypomastigote
forms

The trypomastigote forms of T. cruzi were obtained by infecting
of LLCMK2 cells with the protozoa (trypomastigote) in T-25/75 cm?
flasks at 37 °C and 5% CO; in DMEM medium (Vitrocell, Sao Paulo,
Brazil) supplemented with 1% antibiotics and 2% FBS for 24 h. After
that time trypomastigote forms were seeded in 96 well plates and
2-fold serial dilutions of either BatxC or Bz in DMEM were added at
the same final concentrations ranges of BatxC and Bz used against
the epimastigote forms. After 24 h incubation at 37 °C, parasite
growth inhibition was quantified in a Neubauer chamber (Adade

et al., 2014). Relative cell viability was calculated with cells
treated with only sterile PBS in medium as negative controls and
experiments were carried out in triplicate.

2.4. BatxC cytoxicity evaluation toward LLC-MK2 cells

Cell viability was also measured using a standard MTT assay
(Vanden Berghe et al., 2013). LLC-MK2 cells were plated in the
DMEM medium, treated with different concentrations of BatxC and
incubated at 37 °C for 24 h. MTT (Amresco, Ohio, USA; 5 mg/mL)
was added and the cells were incubated for 4 h, when 10% Sodium
dodecyl sulphate (SDS; Vetec, Sao Paulo, Brazil) was added to sol-
ubilize the formazan product. Cell viability measurements were
performed at 570 nm on a microplate reader (Biochrom® Asys
Expert Plus). Relative cell viability was calculated with cells treated
with only sterile PBS in medium as negative controls and experi-
ments were carried out in triplicate. The Selectivity index (SI) was
calculated by the ratio of cytotoxic/trypanocidal activity (Nwaka
and Hudson, 2006).

2.5. Batroxicidin activity assay against T. cruzi amastigote forms

LLC-MK2 cells were seeded in 24-well plates (5 x 10°/well)
containing at the bottom glass coverslips (13-mm diameter) and
cultured in DMEM medium supplemented with 10% FBS and 1%
antibiotics, at 37 °C, in a 5% CO2 atmosphere, for 24 h. Next, the
media was removed from the wells and LLC-MK2 cells were
infected with trypomastigote forms (parasite: host cell ratio of
20:1) in DMEM medium containing 2% FBS. After 48 h of incuba-
tion, the cells were washed to remove the non-internalized para-
sites and treated with either BatxC (0.44 or 0.88 M) or Bz (282 or
564 uM) in DMEM medium with 2% FBS. After incubation for 24 or
48 h at 37 °C, the coverslips were collected, washed with PBS, fixed
in Bouin's solution and stained with Giemsa (Lima et al., 2016).
Infected LLC-MK2 not treated with either Bz and BatxC peptide cells
were used as controls and the number of intracellular amastigotes
per 100 cells was counted in triplicates.

2.6. T. cruzi epimastigote death pathway assays

Experiments of flow cytometry were performed to investigate
and evaluate the pathways by which BaxtC induces T. cruzi death.
The epimastigote forms were treated with BatxC at their respective
ICs0 and 2x 1Cs5g concentrations (11.3 and 22.6 pM) in Liver Infusion
Tryptose medium. After incubation for 6 and 24 h at 28 °C, the
parasite cells were washed and stained with FITC-annexin V (Ax)
andfor 7-AAD according to the manufacturer's instructions (BD
Pharmingen, California, USA) to evaluate cell death by apoptosis or
necrosis. In separate experiments, the mitochondrial trans-
membrane potential, the reactive oxygen species (ROS) and the
swelling of reservosomes were also assessed. After treatment of
T. cruzi epimastigote forms with BatxC at its IC50 (11.3 uM) for 6 and
24 h at 28 °C, the parasites were stained with 10 pg/mL Rhodamine
123 or 20 mMol/L DCFH-DA or 5 pg/mL Acridine Orange (Sigma —
Aldrich™, St. Louis, MO), according to the manufacturer's in-
structions, respectively. Next, these parasite samples were run in a
FACSCalibur flow cytometer (Becton-Dickinson, San Jose, CA), in
which 10,000 live events were collected and analyzed by means of
the Cell Quest software (Becton-Dickinson, San Jose, CA). Epi-
mastigotes without BatxC treatment were used as controls and
experiments were carried out in triplicate.

2.7. Scanning electron microscopy (SEM)

Epimastigote forms were treated with BatxC peptide at its ICsg



101

58 C.P. Mello et al. / Toxicon 130 (2017) 56—-62

(11.3 pM) concentration in Liver Infusion Tryptose medium. After
incubation for 24 h at 28 °C, the parasites were washed with PBS
and fixed with a 2.5% glutaraldehyde (Electron Microscopy Sci-
ences, Hatfield, Pennsylvania) solution. After fixation for 2 h at
Room Temperature, parasites were washed with PBS, and then
dehydrated with ethanol. Next, samples were dried with CO,,
coated with gold and, finally, observed in a FEG Quanta 450 scan-
ning electron microscope (FEI, Oregon, USA). Digital images were
acquired with its respective software and stored (Lima et al., 2016).

2.8. Statistical analysis

All tests were performed in triplicate. The statistical analysis
was performed using the GraphPad Prism 5 program (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). IC50 and LC 50 values were deter-
mined by nonlinear regression. Data were analyzed using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's post-test.
Significance was defined as *p < 0.05.

3. Results

BatxC peptide was tested against all three morphological forms
of T. cruzi to evaluate the antichagasic activity and compare its ef-
fect with commercially available drugs, such as Bz. The concen-
trations of BatxC and Bz to inhibit 50% (ICsg) of epimastigotes and
trypomastigotes after different time of incubation are presented in
Table 1.

T. cruzi trypomastigote forms were also susceptible to BatxC
treatment with an ICsg as low as 0.44 uM while Bz needed 282 pM
to kill 50% of the these parasite life forms after 24 h of incubation.
We also tested the peptide cytoxicity with uninfected LLC-MK2
cells to ascertain the BatxC selective activity against the T. cruzi.
According to Fig. 1A, the peptide could significantly reduce LLC-
MK2 viability only at high concentration of 100 pM when
compared to untreated cells. Furthermore, the calculated BatxC ICsq
toward these cells was 138.8 uM, which showed an interesting
selectivity to T. cruzi with a SI of 315.5 to the trypomastigotes, while
Bz showed an IC5p to LLC-MK2 of 614.8 uM and SI of 2.18 to the
trypomastigotes (Table 1). According to Fig. 1B, BatxC treatment at
0.44 and 0.88 M for 24 and 48 h significantly reduced the number
of amastigotes per 100 LLC-MK2 cells compared to untreated
infected cells. Bz could also significantly reduce the number of
amastigotes in LLC-MK2 after treatment at 282 and 564 uM for 24
and 48 h.

According to Fig. 2, T. cruzi epimastigotes treatment with BatxC
peptide at 11.3 uM (ICsg) and 22.6 uM (2x ICsg) for 6 h resulted in an
increase in 7-AAD labeled (upper left quadrant) parasites (17% and
12% respectively) compared to non-treated cells (0.7%). When the
parasites were treated for 24 h, the percentage of 7-AAD labeled
cells increased for both concentrations (27%), indicating that T. cruzi
death occurs predominantment by necrosis,

Two additional assays checked the generation of ROS and the
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Fig. 1. Cytotoxicity effect of Batroxicidin (BatxC) on LLC-MK2 cells in MTT assay (A).
Effect of BatxC on intracellular amastigotes in amastigote/100 cells at 24 and 48 h of
incubation (B).

corroborates the mechanism of parasite death. Fig. 3A shows that
T. cruzi epimastigotes treatment with BatxC at its [Csg resulted in
the generation of ROS, as identified by the increase of DCFH-DA
fluorescent signal (shift to the right), especially after 24 h of incu-
bation, compared to the non-treated parasites. Meanwhile, when
rhodamine 123 was used, epimastigotes treated with 11.3 uM of the
peptide exhibited a gradual decrease (shift to the left) in fluores-
cence emission, which it is noticed in particular after 24 h of in-
cubation, suggesting alteration of mitochondrial transmembrane
potential in BatxC-treated parasites (Fig. 3B).

Autophagy cell death was also investigated to verify whether
there were other pathways of induced death besides necrosis.
T. cruzi treated with BatxC (at its ICsg) were incubated with acridine
orange to detect swelling of the reservosomes that are acidic ves-
icles. After 6 and 24 h of incubation, however, flow cytometry
analysis (Fig. S1) did not show any significant fluorescent signal
increment compared to non-treated T. cruzi.

Finally, scanning electron microscopy (SEM) images with

disruption of mitochondrial transmembrane potential that
Table 1
Effect of Batroxicidin over Trypanosoma cruzi and mammalian cells.
Epimastigote Trypomastigote LLC-MK2
(T. cruzi) (T. cruzi)
BatxC Bz BatxC Bz BatxC Bz
24h 113+16 218 +15 0.44 + 0.05 (315.5) 282 +20(2.18) 138.8 £ 20 614.8 + 30
48 h 633 £ 1.7 61.1+3 nd Nd nd nd
72 h 9.6 + 3.5 165+ 1 nd Nd Nd nd

(Epimastigote and trypomastigote forms of T, cruzi (strain Y) were quantified by counting in hemocytometer; viability of LLC-MK2 cells were evaluated by MTT assay. Sl values
were expressed between parentheses. IC50 values are expressed in M. Data are expressed as means + SEM of 3 independent experiments; nd, Not determined).
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Fig. 2. Representative flow cytometry scattering graphs of T. cruzi epimastigotes treated with Batroxicidin at 11.3 and 22.6 yM for 6 and 24 h. Percentage values are averages of

10,000 live events from three independent experiments,

epimastigotes treated for 24 h with the BatxC peptide (11.3 uM)
were obtained that are displayed in Fig. 4, Comparison of a non-
peptide-treated epimastigote (Fig. 4A) and peptide-treated,
revealed that the parasite cellular membrane became severely
damaged (Fig. 4B—D) with the presence of pores (Fig. 4C), when
treated with BatxC, which are typical evidences of necrosis and
corroborate the biochemical evidences of such mechanism of
peptide action, confirming the flow cytometry data.

4. Discussion

There is a constant and urgent need to discover and develop
new drugs for the treatment of neglected tropical diseases. For
Chagas' disease, one of these neglected diseases, the only two
available drugs are nirfutimox and benzimidazole. They are only
effective in the acute phase and cause severe toxic side-effects in
adults (Morilla and Romero, 2015). Furthermore, Bz was developed
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more than 40 years ago and some benznidazole-resistant strains
have already appeared (Rodrigues et al, 2014). Batroxicidin,
cathelicidin-related peptide, exhibited anti-Trypanosoma cruzi ac-
tivity against all developmental forms of a benznidazole-resistant
strain of T. cruzi with necrotic pathway involved in a proliferative
form.

T cruzi can assume three different morphological forms along
their life cycle, which depend on the interaction with a host or a
reservoir; they are epimastigote (the proliferative insect vector-
borne stage), trypomastigote (the infective, non-proliferative
form) and amastigote (intracellular proliferative form) (Adade
et al,, 2013). The proliferative forms, amastigote and epimastigote,
have similar structure of a kinetoplast, a complex structure bearing
the mitochondrial genome (De Souza, 2002; Girard et al., 2016). The
similarity of kinetoplast from these two forms and the easily
maintenance in cultures became epimastigote forms interesting to
study cell death pathway. Trypomastigote and amastigote forms
were obtained by infection of mammalian cells LLC-MK2. This renal
cell line supports a high percentage of infected cells, high interi-
orization index (parasites/cell) and high number of trypomasti-
gotes releases (Zingales et al., 1982, 1997; Andrews and Colli, 1982).

Vipericidins, AMPs cathelicidins from pit viper gland venoms,
have shown antimicrobial and anti-cancer activity (Falcao et al,
2014, 2015; Cavalcante et al., 2016). In this study, we tested the
vipericidin BatxC against Trypanosoma cruzi and mammalian cells.

Facing the challenge of developing new drugs, the safety supe-
rior to Bz is mandatory (Morilla and Romero, 2015). Importantly,
BatxC displayed a low toxicity toward LLC-MK2 host cells.
Considering the LC50 concentrations against the trypomastigotes,

BatxC SIwas 315, while Bz SI was only 2.18, which shows that BatxC
peptide possesses a greater selectivity than Bz against the T. cruzi Y
strain. Moreover, BatxC SI was well above the minimum required
(SI > 50) by the WHO/TDR guidelines for a potential drug candidate
against T. cruzi to be considered as a hit (Nwalka and Hudson, 2006).
BatxC also was able to reduce the number of amastigote forms at
concentrations of 0.44 and 0.88 uM, while Bz showed effect in
concentrations of 280 and 560 pM. These concentrations were
chosen based on their LC50 of trypomastigotes, the blood circu-
lating form.

Other cathelicidins have also shown anti-protozoan activity by
killing both insect and bloodstream forms of the parasite Trypa-
nosoma brucei through disruption of cell membrane integrity,
which decreased parasitemia and prolonged mice survival with
late-stage T. brucei infection (McGwire et al., 2003). In addition,
eCATH1 (equine cathelicidin) was able to kill Trypanosoma brucei
brucei, Trypanosoma evansi and Trypanosoma equiperdum causing
plasma membrane permeabilization and disruption of mitochon-
drial membrane potential (Cauchard et al., 2016).

BatxC also was able to decrease transmembrane potential of
mitochondria of a proliferative form, showing promising trypano-
cidal activity. Generation of ROS has been observed in parasites
treated with BatxC, as well treated with Bz (Rigalli et al., 2016), but
BatxC have showed more safety in this work.

In this study, BatxC was able to kill the etiologic agent of Chagas'
disease, T. cruzi. The labelling with 7AAD and 7AAD/AX in BatxC-
treated parasites at two periods indicates lysis of the cell mem-
brane a short and long time, confirmed by MEV, which showed
degradation of cellular membrane with pores.
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Fig. 4. Scanning electron microscopy of control epimastigotes (A) and treated epimastigotes with ICsp of Batroxicidin (B—D). Morphological alterations were observed, such cellular
membrane severely damaged (B-D) and loss of cell membrane integrity with the presence of pores (C). Scale bars: 1 um.

All of the observed morphological changes in addition to the
flow cytometry data suggest that BatxC causes necrotic cell death in
T. cruzi. The hallmarks of this type of death involve alterations in
mitochondria, including mitochondrial depolarization, ATP deple-
tion, generation of ROS, loss of calcium homeostasis, cytoplasmic
vacuolization and, ultimately, breakdown of the plasma membrane
(Menna-Barreto et al., 2009).

Recently, it demonstrated that AMPs possess membrane lytic
activities that are naturally designed to target the cellular mem-
brane of pathogens (Sani and Separovic, 2016), but it could be
related to hemolytic effect. BatxC has low hemolytic effect, reaching
10% hemolysis at 12.5 pM (Falcao et al.,, 2014).

Different cell death pathways were found in some AMPs from
animal venom tested against T. cruzi. Melittin caused apoptosis and
autophagy in T, cruzi (Adade et al., 2013), In our work, autophagic
cell death by BatxC was also investigated but no evidences were
observed with the acridine orange assay.

The most important findings of the present study were the ac-
tivity of BatxC against the amastigote form and the high selective
index. Amastigotes maintain the infections by T. cruzi and BatxC
concentrations more than 300 times lower to those required to
cause damage to host cells can inhibit amastigote proliferation.

In conclusion, BatxC, a cathelicidin-related peptide from the
venom gland of Bothrops atrox, not only has antibacterial properties
but also exhibited anti-T. cruzi activity. Moreover, all T. cruzi
morphological forms (epimastigotes, trypomastigotes and amasti-
gotes) were susceptible to the BatxC, which can kill the epi-
mastigote parasite form by inducing necrosis. Noteworthy, the
peptide greater selectivity for T. cruzi trypomastigote forms than Bz,
compared to activity against healthy mammalian cells, make BatxC
a promising drug candidate or a lead for the development of new

drugs to treat Chagas' disease.
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ANEXO A

Tabela 4. Efeito do Benzonidazol em Trypanossoma cruzi e células de mamifero.

Epimastigote Trypomastigote LLC-MK2
(T. cruzi) (T. cruzi)
Bz Bz Bz
24 h 218«15 282+20 (2.18) 614.8+30
48 h 61.1+3 nd nd
72 h 16.5+1 nd nd

Fonte: Lima et al.,2016.
Legenda:As formas epimatigote e tripomastigota da cepa Y de 7. cruzi foram quantificadas por

contagem em camara de neubauer e as células LLC-MK?2 foram quantificadas por ensaio de MTT.
Os valores de ICso expressos em uM. Os dados sdo expressos como médias = SEM De 3
experimentos independentes.
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Figura 35. Efeito citotéxico do Benzonidazol sobre a forma epimastigota de T.cruzi.
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Fonte: Lima et al., 2016.
Legenda: Os dados foram expresso em média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3), ap6s 24(A),

48(B), e 72h(C) de tratamento com Benzonidazol . Anilise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por
teste Dunett, com *p<0,05.

Figura 36. Efeito citotéxico do Benzonidazol sobre a forma tripomastigota de 7.cruzi.
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Fonte: Lima et al., 2016.
Legenda: Os dados foram expresso em média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3), ap6s 24(A),

48(B), e 72h(C) de tratamento com Benzonidazol . Anilise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por
teste Dunett, com *p<0,05.
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Figura 37. Percentual de células LLC-MK?2 infectadas com formas amastigotas e incubadas com
Benzonidazol.
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Fonte: Lima et al., 2016.

Legenda:Os dados foram expresso em média = E.P.M, de experimentos independentes (n=2), apés 24 e
48h de incubacdo com Benzonidazol. Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste
Dunett, com *p<0,05, comparados ao grupo controle.

Figura 38. Percentual de amastigotas em células tratadas com Benzonidazol
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Fonte: Lima et al., 2016.

Legenda: Os dados foram expresso em média + E.P.M, de experimentos independentes (n=2), apds 24 e
48h de incubacdo com Benzonidazol. Andlise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste
Dunett, com *p<0,05, comparados ao grupo controle.
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Neglected tropical diseases (NTD) are treated with toxic therapy of limited efficacy. Previously, we
studied the antimicrobial effect of Dinoponera quadriceps venom (DqV) against bacteria. To continue the
study, we report in this short communication the antimicrobial effect of DqV against Leishmania ama-
zonensis and Trypanosoma cruzi. DqV inhibits the promastigote forms of L. amazonensis and all T. cruzi
developmental forms, with low toxicity in host cells. DqV causes cell death in T. cruzi through necrotic

and apoptotic mechanisms observed by staining the cells with annexin V-FITC (AX) and propidium io-
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dide (PI), loss of mitochondrial membrane potential by flow cytometry analyses and confocal microscopy
and morphological alterations, such as loss of membrane integrity and cell shrinkage by scanning
electron microscopy (SEM). In conclusion, we suggest there is an antimicrobial effect also on parasites.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The World Health Organization (WHO) estimates that the
Neglected Tropical Diseases (NTDs) affect proximally 37% of the
world's poorest individuals (WHO, 2010b; Berkowitz et al., 2015).
The NTDs cause significant disfigurement, morbidity and mortality,
accounting for 1% of the global burden of disability-adjusted life
years lost in 2010 (Hotez et al., 2014).

Chagas disease and Leishmaniosis are the first and third maost
prevalent NTDs in the world, respectively. It is estimated that 7 to 8
million people are infected with T. cruzi and 1.3 million are infected
with Leishmania (WHO, 2010b; WHO, 2013). The treatment of
parasitic diseases is of limited effectiveness and has severe collat-
eral effects (WHO, 2010a; Murcia et al,, 2012; Silva et al., 2014).
Therefore, several studies have sought to discover novel antipara-
sitic substances from natural sources (Passero et al., 2007; Adade
et al,, 2011, 2013; 2014),

Recently, our group produced a Dinoponera quadriceps venom

* Corresponding author.
E-mail address: martinsalice@gmail.com (A.M.C. Martins).

http://dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2016.08.008
0041-0101/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

gland cDNA library to investigate the toxin repertoire present in the
venom used in this study. This venom has 30% of dinoponeratoxins
in its composition and has high homology with ponericins, anti-
microbial peptides (Torres et al., 2014). Antimicrobial peptides from
venoms of many organisms have shown antiparasitic effect on
Leishmania and Trypanosoma genera (Mcgwire and Kulkarni,
2010). Recently, we demonstrated the antimicrobial action of D.
quadriceps venom against bacteria (Lima et al., 2014). To continue
the study of the antimicrobial effect of D, quadriceps venom (DqV),
we report in this short communication its action on Trypanosoma
cruzi and Leishmania amazonensis.

2. Material and methods
2.1. Venom

D. quadriceps venom (DqV) was obtained as described by Sousa
et al. (2012). For the experimental assays, final concentrations of
200,100, 50, 25,12.5, 6.25, 3.12,1.56 and 0.78 pg/mL were utilized,
with Sterile PBS being used as negative control (pH 7.4).
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2.2. Effect of D. quadriceps venom on promastigote forms of L.
amazonensis

Promastigote forms of L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) were
cultivated in NNN/Schneider medium (Sigma—Aldrich™, St. Louis,
USA) supplemented with 20% of fetal bovine serum (FBS) and an-
tibiotics with different concentrations of DqV and amphotericin B
(Cristalia, Sao Paulo, Brazil) at 26 °C for 72 h. Parasite growth in-
hibition was quantified in a Neubauer chamber (Torres et al., 2010).

2.3. Effect of D. quadriceps venom on epimastigote forms of T. cruzi

Epimastigote forms of T. cruzi strain Y were plated in Liver
Infusion Tryptose medium supplemented with antibiotics and 10%
of FBS with different concentrations of DqV and Benznidazole (Bz),
incubated at 28 °C for 24 and 48 h. Parasite growth inhibition was
quantified in a Neubauer chamber (Abe et al, 2002; Gongcalves
et al., 2002).

2.4. Effect of D. quadriceps venom on trypomastigote forms of T.
cruzi

The trypomastigote forms of T. cruzi obtained by infecting
LLCMK2 cells, were incubated at 37 °C in an atmosphere with 5%
CO, in DMEM medium (Vitrocell, Sao Paulo, Brazil) supplemented
with antibiotics and 2% of FBS (Aparicio et al., 2004). Cells were
incubated with different concentrations of DqV and Bz for 24 h.
Parasite growth inhibition was quantified in a Neubauer chamber
(Abe et al., 2002; Gongalves et al., 2002).

2.5. Cytotoxicity to mammalian cells (MTT assay)

Cell viability was also measured using a standard MTT assay
(Mosmann, 1983). LLC-MK2 cells were plated in the DMEM me-
dium, treated with different concentrations of DqV and incubated
at 37 °C for 24 h. MTT (Amresco, Ohio, USA; 5 mg/mL) was added
and the cells were incubated for 4 h, when 10% Sodium dodecyl
sulphate (SDS; Vetec, Sao Paulo, Brazil) was added to solubilize the
formazan product. Cell viability measurements were performed at
570 nm on a microplate reader (Biochrom® Asys Expert Plus).
Selectivity index (SI) was calculated by the ratio of cytotoxic/try-
panocidal activity (Gallé et al., 2013),

2.6. Effect of D. quadriceps venom on amastigote forms of T. cruzi

LLC-MK2 cells were seeded in 24-well plates containing glass
coverslips (13-mm diameter) cultivated in DMEM supplemented
with 10% FCS, and maintained at 37 °C in a 5% CO; atmosphere for
24 h, Cells were infected with trypomastigote forms (parasite: host
cell ratio of 20:1) in DMEM medium containing 2% FCS. After 48 h of
infection, the non-internalized parasites were removed and the
cells were cultivated in 2% FCS DMEM medium with or without DqV
(1.98 and 3.96 pg/mL) and Bz (73.4 and 146.8 pg/mL). The coverslips
were collected up to 24 h and 48 h, washed with PBS, fixed in
Bouin's solution and stained with Giemsa (Adade et al., 2011). The
percentage of infected cells and the number of intracellular amas-
tigotes per 100 cells was determined by counting 300 cells in
triplicate.

2.7. Cytometry flow analysis

Epimastigote forms treated with 1C50 of DqV (28.32 pg/mL)
incubated for 24 h were stained with FITC-conjugated to annexinV/
propidium iodide according to the manufacturer’s instructions (BD
Pharmigen, California, USA). The population of AX-PI viable cells

was evaluated. Mitochondrial transmembrane potential and
swelling of reservosomes were also determined. Epimastigote
forms were treated with IC50 (28.32 ug/mL) and 2 x IC50 (56.64 ug/
mL) of DqV for 24 h and stained with Rhodamine 123 (10 pg/mL)
and Acridine Orange (5 pg/mL) according to the manufacturer's
instructions (Sigma—Aldrich™, St. Louis, USA). The results were
established by determining the fold change (treated/non-treated
cell ratio) of the geometric mean of fluorescence. At the end of each
incubation period, the cells were washed and submitted to
cytometry flow analysis. All data were collected in a FACSCalibur
system and analyzed using the Cell Quest software (Becton-Dick-
inson, California, USA).

2.8. Confocal microscopy

Epimastigote forms were incubated with IC50 (28.32 pg/mL)
and 2 x IC50 (56.64 pug/mL) of DqV for 24 h at 28 °C. The parasites
were washed and labeled with Rhodamine 123 (10 pg/mL) to
observe the mitochondrial transmembrane potential. At the end of
the incubation time, the cells were washed and the slides were
mounted. The cells were analyzed under a LSM 710 confocal laser
scanning microscope (Zeiss, Germany).

2.9. Scanning electron microscopy (SEM)

Epimastigotes forms were treated with 1C50 (28.32 pg/mL) and
2 x 1C50 (56.64 ug/mL) of DqV for 12 h. After incubation, the par-
asites were fixed for 2 h with 2.5% glutaraldehyde (Electron Mi-
croscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania) washed, dehydrated,
dried with CO2, coated with gold and observed in a FEG Quanta 450
scanning electron microscope (FEI, Oregon, USA). Digital images
were acquired and stored in a computer.

2.10. Statistical analysis

All tests were performed in triplicate. The statistical analysis
was performed using the GraphPad Prism 5 program (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). IC50 values were determined by
nonlinear regression. Data were analyzed using one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett's post-test. Significance was
defined as "p < 0.05.

3. Results and discussion

Venom components are of great biotechnological interest, as
they are useful to identify new therapeutic targets and establish
molecular models for the development of new drugs, with
improved efficacy and less toxicity (Harvey, 2014).

Benznidazole and nifurtimox are the only drugs currently being
used to treat Chagas' disease; both are highly toxic and rarely
beneficial during the chronic phase, with a cure rate of approxi-
mately 20% (Urbina and Docampo, 2003). Meglumine antimoniate,
sodium stibogluconate, amphotericin B, pentamidine, and milte-
fosine are the current therapeutic options used to treat Leish-
maniasis, which are also highly toxic (D'Annessa et al., 2015).

Leishmanicidal activity by animal venom has been demon-
strated (Passero et al., 2007; Pinto et al., 2014). In this study, the
growth of promastigote forms of L. amazonensis was inhibited by
DqV with IC50 of 63.76 + 20 pug/mL whereas IC50 of amphotericin B
was 0.18 + 0.2 pg/mL after 72 h of incubation.

The treatment of T. cruzi epimastigotes with DqV resulted in
dose-dependent growth inhibition, with an [C50/24 h treatment of
28.32 + 5 pg/mL and IC50/48 h of 20.82 + 5 pg/mL, while BZ showed
IC50/24 h treatment of 56.76 + 15 pg/mL and IC50/48 h of
15.91 + 3 pg/mL. Treatment of trypomastigote forms also resulted
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Fig. 1. Cytotoxicity effect of Dinoponera quadriceps venom on LLC-MK2 cells in MTT assay (A). Effect of D. quadriceps venom on intracellular amastigotes in amastigote/100 cells at
24 and 48 h of incubation (B), Effect of D. quadriceps venom on intracellular amastigotes in a percentage of infected cells at 24 and 48 h of incubation (C). Evaluation of the cell death
pathway of epimastigote forms treated with D. quadriceps venom measured by annexin V (AX) and propidium iodide (PI) staining and detected by flow cytometry (FL1) (D).
Evaluation of mitochondrial transmembrane potential (AWm) of epimastigote forms treated with D. quadriceps venom measured by Rhodamine 123 staining with flow cytometry
analysis (FL2) (E). Evaluation of mitochondrial transmembrane potential (A¥m) of epimastigote forms treated with D. quadriceps venom measured by Rhodamine 123 staining with
a confocal laser scanning microscope (FL2); Control (F); Cells treated with IC50 of DqV (28.32 pgfmL) (G); Cells treated with 2xIC50 of DgV (56.64 pg/mL) (H). The data represent the
mean + 5.E.M of at least three independent experiments. *Significantly different from the control group (One-way analysis of variance and Dunnett's post-test, *p < 0.05).
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in dose-dependent growth inhibition, with an IC50 of DqV of
1.98 + 0.23 pg/mL whereas the IC50 of BZ was 73.40 + 20 pg/mL.
Considering these results, we continued the experiments with T.
cruzi, the most sensitive parasite.

Venoms from hymenopteran insects have also been reported as
showing trypanocidal activity (Adade et al., 2012, 2013). In the
present study, D. quadriceps venom was able to kill all T. cruzi
developmental forms and the toxicity evaluated in LLC-MK2 cells
showed IC50 of 222 + 30 pg/mL (Fig. 1A), resulting in an SI of 112.12
for trypomastigotes forms. When the SI is > 50, it means that the
venom meets the criteria required by the WHO/TDR for T. cruzi to
be considered a hit (Nwaka and Hudson, 2006).

The effect of the DqV on the amastigote forms showed reduction
in the percentage of infected cells and number of amastigotes/
100 cells with 1.98 and 3.96 ng/mL of DqV at 24 and 48 h, as well as
Bz with 73.4 and 146.8 pg/mL (Fig. 1B; 1C). Similar results were
observed with Apis mellifera venom (Adade et al, 2012) and
melittin (Adade et al.,, 2013), showing a reduction in intracellular
amastigotes in both periods.

Recently, we demonstrated that DqV showed antimicrobial
properties causing membrane damage in bacteria (Lima et al.,
2014). To identify the cell death mechanism induced by DqV
treatment in T. cruzi, flow cytometry and confocal microscopy were
performed. In this study, DqV treatment caused an increase in the
number of AX-/PI + cells, indicating rupture of plasma membrane,
AX+/PI- cells indicating phosphatidylserine exposure and AX-+/
Pl + cells (Fig. 1D), suggesting involvement of necrotic and

apoptotic pathways.

These results show the involvement of both types of cell death
in the DqV-treated epimastigote forms. Adade et al. (2012)
demonstrated that autophagy and apoptosis are the most
frequently observed pathways with A. mellifera venom. In the
present study, acridine orange staining was used to analyze
swelling of reservosomes, a characteristic of autophagic cell death,
but no evidence of autophagy was observed.

Alterations in mitochondrial membrane potential can be
observed in both types of cell death, necrosis and apoptosis (Krysko
et al,, 2008). In this study, loss of mitochondrial membrane po-
tential was observed with flow cytometry and confocal microscopy
in 1IC50 and 2 x IC50 of DqV, being more expressive with the higher
concentration in both methods (Fig. 1E—H).

Epimastigote forms treated with DqV showed morphological
alterations that were observed by SEM. The parasites showed loss
of membrane integrity with the presence of pores (Fig. 2C; 2E) and
cell shrinkage (Fig. 2D; 2F), also showing characteristics of
apoptosis and necrosis at both concentrations.

The most important findings of the present study were the ac-
tivity of DqV against the intracellular amastigote form and the high
selective index. Amastigotes develop and maintain the infections
by T. cruzi and significantly lower DqV concentrations, when
compared to those required to cause damage to host cells, inhibit
amastigote proliferation.

In conclusion, D. quadriceps venom was be able to inhibit the
promastigote form of L. amazonensis and the epimastigote,

Fig. 2. Scanning electron microscopy of control epimastigotes (A—B) and treated epimastigotes with IC50 of DqV (C—D) and 2 x IC50 of DqV (E—F). Morphological alterations were
observed, such pores in membrane were observed (C and E) and abnormal conformation of the cell body with cell shrinkage (D and F). Scale bars: 3 pm.
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trypomastigote and amastigote forms of T. cruzi, strain Y, with the
involvement of necrotic and apoptotic mechanisms. Therefore, DqV
and its components can offer potential tools for the development of
new drug candidates against neglected diseases.
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