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RESUMO 

 
ESTUDO in vitro DA ATIVIDADE TRIPANOCIDA DA BATROXICIDINA- 
CATELICIDINA DA GLÂNDULA DE VENENO DA SERPENTE Bothrops atrox. 
Departamento de Farmácia, Universidade Federal do Ceará, Fortaleza, Brasil, 2017. 
 
A doença de Chagas, também conhecida como tripanossomíase americana, é uma 
doença potencialmente fatal causada pelo parasito Trypanosoma cruzi. Existem 
atualmente, dois medicamentos disponíveis para o tratamento da doença, o nifurtimox e 
o benzonidazol. Ambos são tóxicos e apresentam eficácia limitada, sendo necessária a 
busca de novas alternativas terapêuticas. Os peptidios antimicrobianos (PAMs) podem 
ser alternativas potenciais aos tratamentos convencionais já disponíveis, pois eles 
apresentam mecanismo de ação rápido, baixa probabilidade de desenvolvimento da 
resistência e podem atuar em conjunto com esquema  de fármacos existentes. O objetivo 
deste estudo foi investigar os efeitos da Batroxicidina (BatxC), um peptideo relacionado 
à catalicidina da glândula 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 diminuição da viabilidade dos parasitos em praticamente 
todas as concentrações estudadas (1,56; 3,12;6,25; 12,5;25 e 50µM) com um IC50 de 
11,3; 6,33 e 9,6 μM respectivamente, com índice de seletividade de 315. Ensaios com as 
formas tripomastigotas em diferentes concentrações (0,045; 0,09; 0,18; 0,39; 0,78 e 1,56 
μM), demostraram que o BatxC é tóxico a partir das concentrações de 0,18 μM, 
aproximando-se 100% de letalidade na concentração de 1,56 μM. Finalizando os 
ensaios de toxicidade do BatxC, ensaios em formas amastigotas também foram 
realizados após estudo da citotoxidade em células LLC-MK2 e RAW264.7, mostrando 
que nas concentrações testadas (0,44 e 0,88 μM) em 24 , houve uma redução de 40% e 
45% de células infectadas, respectivamente. Em 48h não houve diminuição do 
percentual de infecção das células. O percentual de inibição das formas amastigotas 
tratadas com BatxC foi de 33% (IC50) e 43,5% (2xIC50) em 24h, e 23% (IC50) e 33% 
(2xIC50) em 48h. Esses resultados demostraram uma redução do índice de sobrevivência 
de formas amastigotas. Posteriormente, ensaios de citometria de fluxo com Anexina V-
PE e 7-aminoactinomicina (7-AAD), demostraram uma maior população de parasitos 
marcados com 7-AAD, nas concentrações avaliadas IC50 (11,3μM) e 2x IC50 (22,6μM) 
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 oxigênio (EROS) e alteração do potencial de 
membrana mitocondrial, na morte celular induzida por BatxC. Os resultados obtidos 
demostraram que houve um aumento dos EROS e alteração do potencial 
transmembranico mitocondrial. A via de morte celular de T.cruzi por um mecanismo 
necrótico foi finalmente confirmada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) que 
demostrou perda de integridade da membrana celular. Em conclusão, a BatxC inibiu 
todas as formas evolutivas de cepa Y de T. cruzi, com alto índice de seletividade, 
induzindo necrose. 
 
 
Palavras-chave: Batroxicidina; Trypanosoma cruzi; Doença 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 Ceará, 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 μM) with an IC50 of 11, 3; (0.045, 0.09, 0.18, 0.39, 0.78 and 
1.56 μM), respectively, with a selectivity index of 315. Assays with trypomastigote 
forms at different concentrations demonstrated that BatxC is toxic from concentrations 
of 0.18 μM, approaching 100% lethality at the concentration of 1.56 μM. Amastigote 
forms were also performed following cytotoxicity study in LLC-MK2 and RAW264.7 
cells, showing that the studied concentrations (0.44 and 0.88 μM) 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% (IC50) and 43.5% (2xIC50) 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 50 (11.3μM) and 2x IC 50 (22.6μM ) 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. INTRODUÇÃO 
 

1.1 Doença de Chagas 
 
 

A doença de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomíase 

americana, descoberta por Carlos Ribeiro Justiniano Chagas em 1909, é uma doença 

potencialmente fatal causada pelo parasito protozoário Trypanosoma cruzi, é transmitido 

por um inseto triatomíneo (Figura 1) que se alimenta exclusivamente de sangue, possui 

popularmente diversas denominações como “barbeiro”, além de outras (AMATO NETO; 

PASTERNAK, 2009). A DC representa um importante problema de saúde publica. 

Atualmente no mundo, Cerca de 6 milhões de pessoas são afetadas e aproximadamente 

7000 mortes ocorrem anualmente, tornando a Doença de Chagas a maior causa de morte 

por doença parasitária na América Latina (CHATELAIN et al., 2017). 

 

Figura 1. Triatomíneo transmissor do Trypanosoma cruzi.  

 

 

Fonte: www.cpqrr.fiocroz.br 

 

Trata-se de uma doença endêmica, sendo antigamente restrita a região das 

Américas, principalmente América Latina. No entanto, a doença vem se alastrando por 

outros continentes, espalhando-se cada vez mais em áreas como a Europa, América do 

Norte, Japão e Austrália, estando presente atualmente em 21 países. Esse fato deve-se  

principalmente à migração da população (LESLIE, 2011).  Nas últimas décadas, tem sido 

cada vez mais encontrada nos Estados Unidos da América, estimando-se cerca de 1 milhão 

de casos e em alguns países europeus, estimando-se cerca de 59-108 mil casos (MORILLA 

;ROMERO, 2015; WHO, 2016) (Figura 2). Esses fatos deixam para trás o estereotipo de 

doença zoonótica que afetava exclusivamente a população rural e menos favorecida da 

América Latina (COURA; VIÑAS, 2010). 
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Figura 2. Distribuição de doença de Chagas no mundo 

 

 
 

Fonte: Adaptado de OMS, 2015. 

 

O Trypanosoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas é um protozoário 

unicelular e parasito obrigatório. Possui um único flagelo (exceto na forma intracelular, que 

não possui flagelo externo) e uma única mitocôndria, alongada e termina em um cinetoplasto 

que contem o DNA mitocondrial. É classificado dentro da Ordem Kinetoplastida, da classe 

zoomastigophorea, que se desenvolve em insetos hematófagos da família Reduviidae, em 

pequenos mamíferos de vida silvestre e em humanos (CHAGAS, 1909; RASSI; MARIN-

NETO, 2010). 

O Trypanosoma cruzi possui ciclo de vida complexo que requer passagem obrigatória 

em dois hospedeiros, o inseto vetor triatomíneo, e um hospedeiro vertebrado (BONNEY; 

ENGMAN, 2010). Durante seu ciclo de desenvolvimento, o parasito apresenta três formas 

evolutivas morfológica e funcionalmente distintas: epimastigota (forma proliferativa não 

infectante, presente no intestino médio do inseto), tripomastigota (forma não proliferativa 

infectante, presente na porção posterior do intestino do inseto) e amastigota (forma 

proliferativa intracelular) (Figura 3) (ADADE et al., 2013). 
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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 triatomíneo se alimenta do sangue de 

um hospedeiro vertebrado infectado contendo formas tripomastigotas sanguíneas. Uma vez 

ingeridas, as formas tripomastigotas vão para o estômago 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 divisão binária mantendo a infecção no vetor 

(ALVES et al., 2007). Parte desses epimastigotas migra para o intestino posterior onde se 

diferenciam em formas tripomastigotas metacíclicas, forma infectante para várias espécies de 

mamíferos. A infecção ocorre quando o triatomíneo ao realizar o repasto sanguíneo deposita 

junto a região da picada excrementos (fezes e urina) contaminados com formas 

tripomastigotas metacíclicas. Uma substância irritante que ocasiona prurido também é 

liberada pelo inseto. A coceira local faz com que os tripomastigotas metacíclicos sejam 

arrastados para o orifício da picada pelo próprio hospedeiro vertebrado (SOUZA; 

CARVALHO; BARRIAS, 2010). 

As formas tripomastigotas metacíclicas são capazes de sobreviver e reproduzir-

se em uma variedade de células nucleadas (SILVA et al., 2007), onde se convertem em 

formas amastigotas; ocorre proliferação intracelular por sucessivas divisões binárias e 

diferenciação em formas tripomastigotas que rompem a célula e caem na circulação 

sanguínea (LIMA et al., 2010). Após a ruptura celular, as formas tripomastigotas liberadas 

na corrente sanguínea podem infectar células vizinhas, disseminar para outros órgãos ou 

serem ingeridas por outro inseto vetor reiniciando o ciclo (MUÑOZ-SARAIVA et al., 

2012).  

A principal forma de transmissão da doença de Chagas ainda é a vetorial, 

através do contato com os excrementos do triatomíneo infectado (COURA; BORGES-

PEREIRA, 2012; COURA, 2007). No Brasil, 52 espécies de triatomíneos foram descritas, 

destas 27 foram encontradas no nordeste, com maior atenção para espécies de três gêneros 

distintos, Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus, sendo estes vetores importantes para a 

transmissão entre animais domésticos e o homem nas áreas endêmicas (RASSI; MARIN-

NETO, 2010). A transfusão sanguínea é o segundo mecanismo mais comum de transmissão 

da doença (GASCON; BERN; PINAZO, 2010). A transmissão congênita pode ocorrer em 

qualquer fase da doença materna e também pode se dar em qualquer época da gestação, 

sendo mais provável no último trimestre, ou ocorrer durante o parto, pelo contato das 
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mucosas do feto com o sangue da mãe infectada (BRASIL, 2012). A infecção pela via oral 

é responsável por surtos de transmissão em áreas urbanas e regiões onde não há circulação 

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

geralmente associada com uma alta concentração parasitária, resultando em uma 

manifestação clínica aguda mais severa com altos índices de mortalidade. A transmissão por 

meio de transplante de órgãos tem adquirido relevância nas últimas décadas, devido ao 

aumento do número desses procedimentos. Essa forma de transmissão apresenta 

manifestações clínicas graves uma vez que os receptores estão imunocomprometidos 

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

o ciclo do T. cruzi nos dois hospedeiros. 

 

Figura 4. Transmissão vetorial e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. 

 

 

Fonte: Adaptado de RASSI; MARIN-NETO, 2010. 
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A doença de Chagas pode se apresentar em duas fases clínicas definidas: fase aguda e 

crônica (CHAGAS, 1909). A fase aguda apresenta parasitemia evidente sob observação direta 

do sangue. Quando a infecção é vetorial podem ser observados os sinais aparentes de porta 

de entrada que podem ser ocular, conhecido como sinal de Romaña, ou cutâneo, chamado de 

chagoma de inoculação (BRENER; ANDRADE; BARRAL-NETTO, 2000). Em muitos 

casos não há sintomas, mas os casos sintomáticos são caracterizados por manifestações como 

febre, mal-estar, edema facial, hipertrofia dos linfonodos e em situações graves 

hepatoesplenomegalia, miocardite e meningoencefalite (COURA; BORGES-PEREIRA, 

2012). A fase aguda causa morte de 5 a 10% das pessoas infectadas, geralmente envolvendo 

crianças que morrem de miocardites ou mieloencefalites. Algumas vezes, a doença resolve-

se espontaneamente em quatro a seis semanas, mas pode evoluir para a fase crônica 

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

A fase crônica apresenta duas formas, a indeterminada e a sintomática. Na 

indeterminada os pacientes podem transmitir para outros, enquanto não mostram sinais da 

doença, podendo durar de 10 a 30 anos. A forma indeterminada foi descrita por Carlos 

Chagas em 1985 como assintomática e com resultados normais para eletrocardiograma e 

raio-x de coração, esôfago e cólon. Apesar do prognóstico parecer bom, cerca de 10 a 30% dos 

pacientes na fase crônica indeterminada podem evoluir para as formas crônicas 

determinadas. A fase crônica determinada pode envolver formas cardíacas, digestivas ou 

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

A forma cardíaca é caracterizada por infiltração inflamatória, morte celular e 

fibrose intersticial reparativa, eventos que levam a distúrbios no sistema de condução 

cardíaco (bloqueio intraventricular e atrioventricular, disfunção no nódulo sinusal e arritmia 

ventricular) e miocardite, causando instabilidade elétrica (arritmia atrial), redução da 

contratilidade (trombose intracavitária e insuficiência cardíaca) e distúrbios microvasculares 

que podem resultar em morte súbita. Alterações no sistema nervoso intracardíaco podem 

causar dor torácica atípica e também morte súbita (MARIN-NETO et al., 2007; PEREIRA; 

NAVARRO, 2013).  

Os problemas digestivos são observados em um terço de pacientes chagásicos e 

usualmente resultam em dilatação do trato gastrointestinal. A forma digestiva é responsável 

pelo desenvolvimento de mega-síndromes do esôfago (disfagia, dor no peito e regurgitação) 

e cólon (constipação crônica, dor abdominal e obstrução). O comprometimento do esôfago 
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inclui a perda do peristaltismo esofágico e falta de relaxamento do esfíncter inferior durante 

a deglutição, causando progressiva dilatação do órgão. A disfunção esofágica pode ser 

associada com alterações no transito intestinal. Esta forma da doença é caracterizada por 

destruição de neurônios ganglionares, aumentando a lentidão do transito intestinal, levando a 

hipertrofia muscular e, em casos exacerbados, a dilatação do órgão (LESCURE et al., 2010; 

PEREIRA; NAVARRO, 2013). Existe a estimativa de 300.000 indivíduos com megacólon  

no Brasil e os principais sintomas relatados são constipação e impactação fecal. Alterações 

na secreção intestinal, absorção e motilidade nesses pacientes também foram relatadas, 

podendo culminar em mega-síndromes. Pacientes com megacólon também podem apresentar 

dor abdominal, vólvulo, obstruções e perfurações intestinais (SILVA et al., 2003; PEREIRA 

e NAVARRO, 2013). 

A doença de Chagas não é uma doença fatal nos estágios iniciais, no entanto, as 

principais causas de morte nesses pacientes são insuficiência cardíaca progressiva (70%) e 

morte súbita (30%) (CHATELAIN, 2017). Além disso, a doença de Chagas é um 

contribuinte para a carga global de doenças cardiovasculares, sendo a principal causa de 

cardiomiopatia infecciosa no mundo (WHO, 2016).  

 

Figura 5. Histórico natural da evolução da doença de Chagas. 

 

Fonte: SAGGIA; SANTOS: DIETZE, 2012.  
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A fase crônica da doença resulta em significativa incapacidade com grande 

impacto social e econômico. No mundo, o impacto econômico gerado pela doença de 

Chagas na fase crônica no mundo chega a US $ 7,19 bilhões por ano (MORILLA; 

ROMERO, 2015). Somente no Brasil, US $ 1,3 bilhões são gastos por ano com pacientes 

em fase crônica da doença de Chagas (DNDi, 2016).  

Embora, as questões de saúde relacionadas com doença de Chagas, como a 

redução da produtividade e a mortalidade, causarem tal impacto econômico, equivalente a 

vários bilhões de dólares americanos (CHATELAIN, 2017), ainda não existe um 

tratamento eficaz na fase crônica. 

Existem no mercado apenas dois medicamento disponíveis para o tratamento da 

doença de Chagas. Eles foram desenvolvidos há mais de quarenta anos, sendo eles o 

nifurtimox, produzido em 1967 e o benzonidazol, introduzido na terapêutica em 1972 

entretanto, a eficácia terapêutica é especialmente dependente da fase da doença na qual o 

tratamento foi instituído. O nifurtimox (Nfx) (figura 6A), um derivado nitrofurano, 

primeiro a ser indicado para o tratamento da forma aguda da doença de Chagas, foi lançado 

pelo Laboratório Bayer com o nome comercial de Lampit®. Considerado tóxico, teve sua 

comercialização cancelada em diversos países, inclusive no Brasil (CANÇADO, 2002). E o 

benzonidazol (Bz) (Figura 6B), composto nitroheterocíclico (N-benzil-2nitro-1-

imidazolacetaminda) produzido, inicialmente, pelo Laboratório Roche com o nome 

comercial de Rochagan® ou Rodanil® e agora produzido pelo Lafepe (Laboratório 

Farmacêutico do Estado de Pernambuco), no Brasil e como Abarax® pelo Laboratório 

ELEA, na Argentina (MACHADO DE ASSIS et al., 2013), tornou-se o único medicamento 

usado no Brasil para tratar esta doença (MORILLA; ROMERO, 2015).  

O tratamento disponível atualmente é eficaz logo após a infecção, no início da 

fase aguda (MORILLA e ROMERO, 2015), porém, uma vez que a doença tenha 

progredido até as formas indeterminada ou crônica, nenhum medicamento apresenta 

efetividade satisfatória. A taxa média de cura entre casos agudos e recentes é de 80%, ao 

passo que é inferior a 20% entre os crônicos (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; 

SESTI-COSTA et al., 2014). Além disso, o tratamento é contra indicado para pacientes 

com insuficiência renal ou hepática, e durante gravidez (HASSLOCHER-MORENO et 

al., 2012; MARIN-NETO et al., 2009; RASSI; MARIN-NETO, 2010). 
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Figura 6. Estrutura química dos fármacos existentes para a terapia da doença de chagas. 

 

Fonte: Adaptado de PITTA; PASCUTTI, 2011.  

 

Mesmo aprovado pelo Ministério da Saúde, o tratamento com benzonidazol 

além de possuir eficácia limitada, desencadeia muitos efeitos adversos (PÉREZ-AYALA et 

al., 2011). Nas primeiras semanas, os efeitos adversos comumente observados em pacientes 

que utilizam o benzonidazol são reações cutâneas, dentre as quais podem ser citados 

dermatite atópica, eritomatose, erupções sensíveis à luz, púrpura, febre, perda de peso e 

distúrbios gastrointestinais. O avançar do tratamento pode culminar em leucopenia, 

trombocitopenia e distúrbios neurológicos como degeneração neuronal e desmielinização 

(HIGINO, 2012). A necessidade do emprego deste medicamento em esquemas posológicos 

prolongados, de pelo menos 60 dias, com doses diárias de 5-7 mg/kg de peso corporal, 

facilita o surgimento dessas reações (COURA et al., 1997; COURA ; BORGES-PEREIRA, 

2012; HASSLOCHER-MORENO, 2012). 

O mecanismo de ação 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 redução a um grupo amino que está associado a geração de 

intermediários reativos (ex. radical nitro) que podem posteriormente reagir com oxigênio 

gerando superóxido (WARDMAN, 1985; HALL e WILKINSON, 2012). Superóxido é 

metabolizado pela enzima superóxido dismutase produzindo peróxido de hidrogênio, que é 

então detoxificado pela glutationa peroxidase produzindo glutationa oxidada ou por catalase 

produzindo oxigênio e água. Alternativamente, o superóxido pode ser eliminado por 

glutationa reduzida, também gerando glutationa oxidada (WINTERBOURN; 
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METODIEWA, 1994). Adicionalmente, sob certas condições, radicais nitro podem reagir 

com glutationa reduzida, consumindo o pool deste antioxidante não proteico (BIAGLOW et 

al., 1986). 

Figura 6. Mecanismo de ação proposto do fármaco benzonidazol . 

 

 

Fonte: Adaptado de Dias et al., 2009.  

 

A seletividade farmacológica do benzonidazol ao T. cruzi é atribuída ao fato de 

que as células de mamíferos hospedeiros possuem um maior aporte de mecanismos 

antioxidantes, quando comparadas às células de Trypanosoma. Os sistemas antioxidantes 

mais importantes são os mediados pelas enzimas superóxido desmutase, catalase, glutationa 

peroxidase e glutationa-S-transferase, e pelas vias do α-tocoferol e glutationa, e ainda a 

metabolização de radicais livres e compostos eletrofílicos por grupos -SH de metalotióis 

(MAYA et al., 2007). Entretanto, o benzonidazol apresenta marcante toxicidade sobre 

células hospedeiras, o que indica que os mecanismos detoxificantes intracelulares não são 

eficazes na proteção das células contra sua ação (RIBEIRO, 2009).  

Além disso, o benzonidazol possui baixa permeação na membrana plasmática, 

sendo necessária uma grande gradiente de concentração para a molécula ter acesso aos 

amastigotas, forma responsável por manutenção da infecção. A toxicidade e a baixa 

permeabilidade contribuem para a falha no tratamento na fase crônica (MORILLA; 

ROMERO, 2015). Com todas essas desvantagens, torna-se necessário a busca de novos 

fármacos antichagásicos. 
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1.2 Venenos animais como fontes de substâncias para o desenvolvimento de 

medicamentos 

Apesar dos vários relatos sobre os efeitos tóxicos de venenos animais, estes 

também têm sido amplamente estudados na busca de novas moléculas farmacologicamente 

ativas com alguns sucessos notáveis. Dentre eles estão alguns novos fármacos derivados ou 

inspirados em toxinas ou componentes de venenos que originaram novos medicamentos, 

como atracurio, captopril, eptifibatide, tirofiban, ziconotida e vários produtos de toxina 

botulínica (HARVEY, 2014). 

Estudos anteriores identificaram na saliva do monstro de gila, Heloderma 

suspectus, dois peptídeos, Exendin-3 e Exendin-4, que estimulam a secreção de insulina em 

resposta ao aumento da glicemia e modulam esvaziamento gástrico para retardar a entrada 

de açúcares 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, ω-conopeptideo MVIIA. Esta toxina e seu equivalente sintético ziconotida, 

bloqueiam canais de cálcio sensíveis à voltagem tipo-N em neurônios sensoriais de dor de 

mamíferos e, portanto, possui potente ação anti-nociceptiva em condições em que a morfina 

é pouco ou não ativa. Ziconotida (Prialt ®) foi aprovado para o tratamento da dor crônica 

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

As toxinas botulínicas A e B, desenvolvidas a partir de toxinas microbianas do  

Clostridium botulinum,  uma bactéria patogênica anaeróbia, Gram positiva, bacilo formador 

de esporos, que produz potentes exotoxinas neurologicamente dirigidas. Oito tipos 

sorológicos (A, B, C1, C2, D, E, F e G) são reconhecidos de acordo com a especificidade 

antigénica de cada exotoxina. Mais somente os sorotipos A (Botox®, Xeomin®) e B 

(Myobloc®) estão disponível no mercado, e ao mesmo tempo em que têm funções muito 

semelhantes, eles são 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 clínico para tratar 

pacientes com uma variedade de condições causadas pela superatividade de neurônios. Ao 

restringir as toxinas por injeções localizadas e através da sua absorção seletiva em 

determinados nervos, as toxinas botulínicas são usadas com sucesso em estrabismo, 
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distonias, hiperidrose, amenizar e previnir as linhas de expressão (ABRAMS; HALLETT, 

2013; MATAK; LACKOVI, 2014).  

As toxinas de serpentes exibem uma infinidade de atividades farmacológicas, 

como miotóxica, neurotóxica, anticoagulante, hipotensora, hemolítica, inibidora da 

agregação plaquetária, antimicrobiana e atividades pró-inflamatórias (SITPRIJA, 2012). 

As desintegrinas, componentes dos venenos de serpentes são inibidores diretos 

da trombina, compostos fibrinolíticos e ativadores de plasminogênio. Integrilin®, cujo 

princípio ativo é o eptifibatide, foi obtido a partir do veneno da cascavel Pigmeu (Sistrurus 

miliarus barbouri), é uma desintegrina que inibe agregação plaquetária por ligação com alta 

afinidade ao receptor fibrinogênio (integrina αIIbβЗ) através de um reconhecimento da 

seqüência Lys-Gly-Asp. Ela foi aprovada em 1998 pela FDA para uso como anticoagulante 

em pacientes com síndrome coronariana aguda e para os pacientes submetidos a 

angioplastia (BEETON; GUTMAN; CHANDY, 2006). 

Do veneno da serpente Bothrops jararaca foi isolado o peptídeo potencializador 

de bradicinina, inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) que origina 

angiotensina II, um hormônio que causa vasoconstrição e aumento da pressão arterial. Este 

peptídio inibidor se liga ao sítio ativo da ECA de forma semelhante aos substratos naturais e 

reduz a pressão arterial. O captopril, que é amplamente utilizado para tratar a hipertensão e 

insuficiência cardíaca congestiva, foi desenvolvido após estudos de modelagem molecular a 

partir deste peptídeo isolado (FERREIRA, 1965; CUSHMAN; ONDETTI, 1999).  
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Fonte: Adaptado de Beeton; Gutman; Chandy,2006. 

Por causa de sua grande variedade de efeitos farmacológicos, como por exemplo, o 

antimicrobiano (TORRES et al., 2010), diversos grupos de pesquisa vêm buscando novos 

agentes antiparasitários 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). 

 TABELA 1 - EXEMPLOS DE MEDICAMENTOS 
DESENVOLVIDOS A PARTIR DE      VENENOS 

ANIMAIS 

 

Fármaco Toxina Uso terapêutico Fonte Referencia  
Bibliográfica 

 
Eptifibatide 
(Integrilin®) 

 
Integrina  
αIIbβЗ 

 
 

Anticoagulante 
 
 

 
Serpente 
Sisturus 

miliarus 

barbour 

 
BEETON; 
GUTMAN; 
CHANDY, 

2006 
 

 
 

Botox® e 
Xeomin® 

 
 

Toxina 
Botulínica tipo 

A 

 
Estético, disfunções 

urológicas, 
neurológicas e uso na 
pratica odontológica. 

 
Bactéria 

patogênica 
Clostridium 

butolinium 

 

 
 

MATAK; 
LACKOVIC, 

2014 

 
Myobloc® 

 
Toxina 

Botulínica tipo 
B 

 
Estético, disfunções 

urológicas, 
neurológicas e uso na 
pratica odontológica. 
(Pacientes resistentes 
a toxina do tipo A) 

 

 
Bactéria 

patogênica 
Clostridium 

butolinium 

 

 
 

ABRAMS; 
HALLET,2013 

 
Captopril 

 
Enzima 

Conversora de 
Angiotensina 

 

 
 

Antihipertensivo 

 
Serpente 
Bothrops 

jararaca 

 
 

FERREIRA, 
1965 

 
Ziconotida 
(Prialt ®) 

 
ω-conopeptideo 

MVIIA 
 

 
Tratamento da dor 

crônica 

 
Molusco 

marinho Conus 

magus 

 
POPE; DEER, 

2013 
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O veneno de B. jararaca, também inibiu o crescimento de T. cruzi e L. major 

(GONÇALVES et al., 2002), sugerindo mecanismo de morte celular programada para formas 

epimastigotas de T. cruzi (DEOLINDO et al., 2005), efeito que foi posteriormente atribuído à 

sua fração LAAO (DEOLINDO et al., 2010). 

Entretanto, para serem considerados potenciais agentes antichagásicos, as novas 

moléculas precisam superar dois grandes desafios, a efetividade contra os amastigotas 

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

O ciclo biológico do T. cruzi é facilmente reproduzido in vitro, permitindo a 

utilização de qualquer uma das formas evolutivas do parasito para a avaliação da 

sensibilidade do parasito a diferentes substancias. Devido à capacidade de T. cruzi de 

infectar uma grande variedade de células, diversos tipos celulares podem ser utilizados para 

avaliação da atividade tripanocida de novos compostos. Entretanto, de forma diferente do 

que é observado para estudos de fármacos antibacterianos, cujos protocolos de avaliação da 

sensibilidade dos microrganismos a antibióticos in vitro estão muito bem estabelecidos, não 

há consenso com relação aos procedimentos de avaliação da atividade anti-T. 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 instituições acadêmicas, públicas, industriais e não governamentais de 

diferentes partes do Brasil, Austrália, Coréia, Panamá e Estados Unidos, foi desenvolvido 

pelo PIDC/Fiocruz e DNDi um guia de protocolos para avaliação in vitro e in vivo da 

atividade anti-T. cruzi de novas substâncias (ROMANHA et al., 2010). As recomendações 

para estudo in vitro incluíram a utilização 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 substância em estudo (ROMANHA et 

al., 2010). Geralmente as avaliações são 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 à perda de funções celulares, 

provenientes de alterações morfológicas, bioquímicas e/ou moleculares (VANDEN BERGUE 

et al., 2013).  

O processo conhecido como necrose é um processo passivo de morte celular de 

caráter degenerativo (figura 7), decorrente de eventos como lesão celular, infecção e ausência 

de fatores de crescimento, levando a alterações na integridade de membrana citoplasmática, 

aumento do volume celular, colapso da produção de ATP e perda das demais funções 

biológicas (KRYSCO et al., 2011). Esse mecanismo constitui uma forma acidental de morte 

celular cujas principais características morfológicas são aumento do volume celular, 

agregação de cromatina, desorganização do citoplasma, perda da integridade da membrana 

plasmática, lise celular precoce com consequente liberação do conteúdo citoplasmático 

causando dano às células vizinhas além de uma reação inflamatória local (ZIEGLER; 

GROSCURTH, 2004).  

A morte celular programada, apoptose (figura 7), é um processo ativo regulado 

geneticamente e é fundamental para a homeostase dos organismos metazoários, 

desempenhando um papel fundamental na morfogênese, fisiologia e defesa do hospedeiro 

contra diferentes patógenos, inclusive evitando uma resposta inflamatória (GUIMARÃES; 

LINDEN, 2004). Com base em critérios de morfologia e nas condições 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 é principalmente caracterizada pela retração 

citoplasmática, condensação da cromatina, fragmentação do DNA cromossômico, inchaço 

mitocondrial com alterações no potencial de membrana e permeabilidade, exposição de 

resíduos de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmática, ativação de caspases, 

formação de protuberâncias da membrana plasmática e a embalagem de constituintes 

intracelulares em vesículas apoptóticas (GUIMARÃES; LINDEN, 2004). Esta forma de 

morte celular tem como principais características a ausência de liberação de conteúdo celular, 

a ausência de reação inflamatória local e dano às células vizinhas e redução do volume celular 

(WYLLIE; KERR; DURRIE, 1972). Dessa forma, funciona como um mecanismo de remoção 

de células lesadas e de renovação celular e tecidual regulada por proteínas que são expressas 
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pelas próprias células durante o processo de injúria (ANAZETTI; MELO 2007). Na ausência 

de fagócitos, como em estudos in vitro, apoptose pode progredir para apoptose tardia, também 

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

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

 

 

        Fonte: Adaptado de CRUCHTEN, 2002. 

Em contraste, a autofagia é uma complexa via de sinalização envolvendo mais de 

30 proteínas que funciona para remoção e/ou remodelação de estruturas celulares danificadas. 

É bioquimicamente caracterizado pelo aumento de vesículas acídicas e morfologicamente 

pela formação de autofagossomo (vesículas de membrana dupla) que é responsável por 

englobamento dos constituintes citoplasmáticos, estruturas de membranas concêntricas no 

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

Qualquer tipo de injúria celular pode desencadear uma variedade de respostas de 

adaptação, reparação, proliferação ou morte celular programada ou não programada. 

Pesquisas experimentais com cultura de células evidenciaram que a exposição destas a um 

mesmo agente tóxico, como um pro-oxidante, por exemplo, pode desencadear morte celular 

das mesmas por necrose ou apoptose, a depender da dose e do tempo de exposição ao agente 

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

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

transgênicas, fatores bioquímicos e alterações morfológicas (VANDEN BERGUE et al., 
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2013). Entretanto, algumas abordagens farmacológicas/ transgênicas em protozoários ainda 

são desconhecidas, como por exemplo, a expressão de caspases (MENNA-BARRETO et al., 

2009).  

Fatores bioquímicos podem ser detectadas por análise de propriedades de 

dispersão de luz em citometria de fluxo (KRYSCO et al., 2008) e alterações morfológicas 

podem ser avaliadas por microscopia eletrônica de varredura e de transmissão 

(MCMULLAN, 2006). 

A morte celular de parasitos vem sendo caracterizada em vários estudos por 

fatores bioquímicos e alterações morfológicas, sendo estes suficientes para a elucidação do 

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

 

1.4 Peptídeos antimicrobianos e Catelicidinas 

A presença de microrganismos multirresistentes e a necessidade de tratar infecções 

recorrentes aumentam a pressão sobre o desenvolvimento de antibióticos novos, mais 

efetivos e seletivos (BRUSSELAERS et al., 2011). Neste contexto, peptídeos 

antimicrobianos (PAMs) constituem uma alternativa reconhecida aos antibióticos 

convencionais.  

Os peptídeos antimicrobianos (PAM) são um grupo heterogêneo de proteínas de 

natureza pequena, catiônica e anfipática 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 patogênicos. Estes peptídeos foram 

selecionados no curso da evolução por sua capacidade de atacar bactérias, fungos, 

protozoários e vírus (COLE; ANDREU; RIVAS, 1998; ZASLOFF, 2002; LEHRER, 2003; 

MARÓTI et al., 2011; TORRENT et al., 2013). Em contraste com antibióticos químicos de 

origem microbiana, produzidos por vias enzimáticas seqüenciais, os PAMs eucarióticos 

originam-se de precursores codificados por genes (TOSSI; ZANETTI et al., 1995; 

SANDRI, 2002; MANGONI, 2011; ZHU; GAO, 2013) que dão origem a formas maduras, 

geralmente inferiores a 60 resíduos de aminoácidos e estruturalmente classificadas como 

lineares (α-helicoidal ou não-helicoidal), cíclicas (Θ-defensinas), e não lineares por 

números variáveis de pontes dissulfureto internas. Em termos de composição de 

aminoácidos e carga de superfície, os PAMs podem se apresentar ricos em certos resíduos 

de aminoácidos (prolina, glicina, triptofano, histidina, lisina ou arginina) conferindo-lhes 
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níveis variáveis de hidrofobicidade, anfipaticidade, ou, menos frequentemente, carga 

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

PAMs e seus derivados sintéticos vêm mostrando, além de efeitos 

antimicrobianos contra cepas Gram-positivas e Gram-negativas, efeitos antiparasitários 

contra T. cruzi, Trypanosoma africanos e Leishmania spp., interagindo e rompendo 

membranas das células parasitárias, gerando uma maior permeabilidade superficial e 

desequilíbrio íon / pH (MCGWIRE; KULKARNI, 2010; TEIXEIRA et al., 2012). 

A morte de parasitas mediada por PAMs em alguns casos pode estar 

relacionado a eventos de sinalização intracelular, iniciado na superfície celular com um tipo 

de interferência do ligante-receptor ou secundário à ruptura da membrana celular (LUQUE-

ORTEGA et al., 2008; KULKARNI et al., 2009a). Esses peptídeos antimicrobianos 

também podem causar uma grande deslocalização de cálcio intracelular que é importante na 

indução da morte celular ao afetar a função da mitocôndria (KULKARNI et al., 2009a). 

Assim, as organelas de armazenamento intracelular de cálcio nesses parasitas são alvos 

potenciais. Diferente PAMs levam à morte celular ao induzir necrose, apoptose e autofagia 

(BERA et al., 2003; KULKARNI et al., 2006,2009a). A sequência precisa de eventos que 

levam aos diferentes modos da morte celular induzida por peptídeos antimicrobianos ainda 

não é inteiramente clara, sendo necessários estudos mais detalhados para entender os 

possíveis mecanismos de ação (MCGWIRE; KULKARNI, 2010; TEIXEIRA et al., 2012).  

Figura 8. Possíveis alvos e efeitos dos peptídeos antimicrobianos sobre os  parasitos. 

 

 

Fonte: Adaptado de MCGWIRE; KULKARNI, 2010. 
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Dentre os PAMs envolvidos na defesa inata, as catelicidinas são uma 

importante família presente em numerosos animais vertebrados, inclusive em humanos 

(BRANDENBURG et al., 2008). Estas são moléculas multi-efetoras que possuem em 

comum um pró-peptídeo no segmento N-terminal (cathelin) e um domínio C-terminal 

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

Os agentes patogênicos vêm desenvolvendo resistência aos PAMs derivados de  

vegetais, no entanto, os peptídeos de origem animal podem inibir os microrganismos mais 

rapidamente e com maior eficiência e por isso vêm 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-inflamatório. Os pesquisadores 

caracterizaram uma família de catelicidinas a partir da serpente marinha Hydrophis 

cyanocinctus. Dentre os achados, a catelicidina Hc-CATH mostrou eficácia antibacteriana e 

antifúngica além de diminuída citotoxicidade em células de mamíferos, o que, segundo os 

autores, faz da proteína um promissor alvo para desenvolvimento de novos antibióticos 

(WEI et al., 2015). 

Recentemente, foi identificado e caracterizado precursores de bibliotecas de 

cDNA de glândulas 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 sequências maduras deduzidas destes venenos de 

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

Batroxicidina e Crotalicidina, vipericidinas dos venenos de B. atrox e C.d. 

terrificus, respectivamente, apresentaram efeito antibacteriano, especialmente contra cepas 

Gram-negativas (FALCÃO et al., 2014). Além disso, a Crotalicidina também mostrou 

efeitos anti-proliferativos contra várias linhagens de células tumorais (FALCÃO et al., 

2015) e um de seus fragmentos mostrou feito contra leveduras patogênicas 

(CAVALCANTE et al., 2016).  

O efeito antimicrobiano de Batroxicidina sugere também um potencial 

antiparasitário, 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 ação. 
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2. JUSTIFICATIVA 

As doenças podem ser classificadas como globais e negligenciadas. As doenças 

negligenciadas, como a doença de Chagas, não apresentam investimentos das indústrias 

farmacêuticas tradicionais em pesquisa e desenvolvimento de terapias, devido à falta de 

mercado significativo. No entanto essa patologia afeta milhões de indivíduos diversos países. 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, cerca de 10 milhões de pessoas estão infectadas 

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

O fármaco atualmente no Brasil para o tratamento da doença de Chagas, o 

benzonidazol, é eficaz na fase aguda, mas não conseguem erradicar a forma intracelular dos 

parasitas em fase crônica (MORILLA; ROMERO, 2015). Além disso, esses medicamentos 

são extremamente tóxicos, causando efeitos adversos indesejáveis na grande maioria dos 

pacientes (MARIN-NETO et al., 2009). Por esse motivo nas últimas décadas, com o 

surgimento de parcerias público-privadas e em função dos avanços nas tecnologias e técnicas 

de descoberta de novas drogas, houve um incentivo na busca de estratégias terapêuticas que 

promovam maior seletividade sobre os parasitas sem causar tantas complicações para os 

pacientes acometidos pela doença, além também da necessidade de encontrar um possível 

tratamento para a fase crônica da doença evitando assim as complicações tardias geradas pela 

doença de Chagas. 

A busca dessas novas moléculas com potencial atividade anti T.cruzi tem sido 

intensificada principalmnte no campo de produtos naturais, com ênfase especial em 

polipéptidios seletivos de venenos animais. Estes polipéptidios provenientes de venenos e as 

suas fracções estimularam muitos estudos para a descoberta de fármacos, com alguns sucessos 

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

Recentemente, foi identificado e caracterizado catelicidinas de veneno de serpente, 

que foram denominadas vipericidinas (RÁDIS-BAPTISTA, 2016). Dentre essas 

Vipericidinas, a Batroxicidina, proveniente do veneno da serpente B. atrox. apresnta um 

excelente potencial na pesquisa contra Trypanossoma cruzi, visto que o peptídeo desempenha 

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

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

importância clínica dessa patologia, este trabalho estudou o efeito antiparasitário da 
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Batroxicidina, focando sua atividade potencial contra T. cruzi em todas as formas 

morfológicas do protozoário. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 OBJETIVOS 
 



40 

 

3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo Geral 

 

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

Bothrops atrox. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar o efeito antiparasitário de Batroxicidina sobre formas epimastigotas, 

tripomastigotas e amastigotas de cepa Y de Trypanosoma cruzi; 

• Analisar a toxicidade do peptídeo sobre células hospedeiras (LLC-MK2 e RAW 

264.7) e determinar seu índice de seletividade para o parasita;  

• Investigar o mecanismo de morte celular induzido pela Batroxicidina em cepa Y de T. 

cruzi; 

• Avaliar a produção de EROs citoplasmático e o potencial transmembrânico 

mitocondrial; 

• Avaliar as possíveis alterações morfológicas celulares induzidas pelo peptídeo em 

cepa Y de T. cruzi por microscopia eletrônica de varredura. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Substâncias 

 

A batroxicidina (BatxC) foi obtida como descrito por Falcão et al. (2014, 2015).  Com 

estrutura molecular: KRFKKFFKKLKNSVKKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-amida e peso 

molecular de 4258,63 g/mol é um peptídeo antimicrobiano pertencente a classe das 

catelicidinas, encontrada na glândula de veneno da serpente Bothrops atrox, também nomeada 

vipericidina (FALCÃO et al., 2014). As sequências de aminoácidos foram analisadas com os 

softwares "Peptide property calculator" (http://www.pepcalc.com) e "Heliquest" 

(http://heliquest.ipmc.cnrs.fr) (Tabela 2). Benzonidazol (Bz) (C12H12N4O3, PM = 260,249 

g/mol) foi obtido do Lafepe. As soluções de reserva foram preparadas a 1000mM (1M) com 

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

 

Tabela 2. Caracteristicas químicas da Batroxicidina. 

 

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

 

4.2 Avaliação da toxicidade in vitro da Batroxicidina 

  

A atividade citotóxica de BatxC sobre células de mamíferos foi realizada em duas 

linhagens celulares distintas: a linhagem RAW 264.7 (macrófagos 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 poços na concentração de 105 céls/mL em meio 

DMEM a 10% de soro bovino fetal (SBF) a 37ºC em atmosfera com 5% de CO2 por 24 

horas para permitir sua adesão. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes 
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concentrações da BatxC (1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 µM) e Benzonidazol (6, 

12, 24, 48, 96 e 192 µM) e incubadas a 37°C durante 24 horas. O MTT (5 mg/ml em PBS) 

foi adicionado a cada poço 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 sódio (SDS) em 0,01 N de HCl. Após 17 h, leu-se a absorvância 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 comparação com o grupo controle 

de células não tratadas. A IC50 (concentração capaz de inibir 50% do crescimento celular) foi 

determinada por regressão não linear. A toxicidade do peptídeo sobre as linhagens celulares 

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

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

 

Figura 9. Ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.3 Avaliação da atividade tripanocida in vitro da Batroxicidina em cepas Y de T. cruzi 

 

A fim de investigar a atividade antiparasitária do peptídeo, ensaios foram realizados 

nas três formas do ciclo de vida do parasito: epimastigotas, tripomastigotas e amastigota do 

Trypanosoma cruzi. Os resultados foram comparados à droga de escolha para tratamento da 

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

 

 

4.3.1 Ensaio em formas epimastigotas de T. cruzi 

 

As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT 

(CAMARGO,1964), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), penicilina (100 

UI/mL) e estreptomicina (100 µg/L) e mantidas em incubadora BOD a 28 °C. Para avaliação 

do efeito anti-proliferativo de BatxC nestas formas, foram utilizados parasitas provenientes da 

fase exponencial da cultura inicial.  

Formas epimastigotas na concentração de 106 parasitas/mL na fase log de crescimento 

(ADADE; CHAGAS; SOUTO- PADRÓN, 2012), foram plaqueadas e incubadas em placas 

de 96 poços com diferentes concentrações de BatxC (1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 

µM), quanto de BZ (6, 12, 24, 48, 96 e 192 µM). Após os tempos de 24, 48 e 72 horas, foi 

realizado a contagem de células viáveis em câmara de Neubauer (ABE, 2002; GONÇALVES 

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 comparação 

com o grupo controle negativo. A IC50 (concentração capaz de inibir 50% do crescimento 

celular) foi determinada por regressão não linear. Os ensaios foram realizados em triplicata, 

em três experimentos independentes.  
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Figura 10. Ensaio de toxicidade em formas epimastigotas de cepas Y de Trypanosoma cruzi. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.3.2 Ensaio em formas tripomastigotas de T. cruzi 

 

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir da infecção de cultura de 

células epiteliais de rim de macaco (LLC-MK2) cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s 

modified Eagle’s médium) enriquecido com 2% de Soro Bovino Fetal (SBF). Após de 5 a 8 

dias de infecção, o sobrenadante contendo as formas tripomastigotas que eclodiram, foram 

centrifugadas e ressuspendidas na concentração de 106 cél/mL. Posteriormente, os 

tripomastigotas foram incubados em placas de 96 poços e tratados com diferentes 

concentrações de BatxC (25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19; 0,09 e 0,04 µM) e BZ 

(6, 12, 24, 48, 96 e 192 µM). Neste ensaio consideramos como controle negativo células 

tratadas com PBS estéril (pH 7.4) (ADADE; CHAGAS; SOUTO-PADRÓN, 2012; MEIRA 

et al., 2015). 

A viabilidade foi determinada após 24h de incubação em ambiente com 5% CO2 e 

temperatura de 37°C utilizando-se a câmara de Neubauer para contagem de parasitos viáveis. 

O percentual de viabilidade celular foi calculado em comparação com o grupo controle 

negativo. A IC50 (concentração capaz de inibir 50% do crescimento celular) foi determinada 

por regressão não linear. Os ensaios foram realizados em triplicata, em três experimentos 

independentes.  
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Figura 11. Ensaio de toxicidade em formas tripomastigotas de cepas Y de Trypanossoma 

cruzi. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

4.3.3 Ensaio em formas amastigotas de T. cruzi 

  

Para avaliar o efeito de BatxC na forma amastigota, células LLC-MK2  foram 

incubadas  (5,0 x 106/ml) em placas com 24 poços contendo lamínulas circulares estéreis em 

meio DMEM e suplementação de SBF 10% em ambiente de 37°C e 5% de CO2. Após 24 h, 

as culturas com células aderidas foram infectadas com as formas tripomastigotas de T. cruzi 

na proporção de 20:1 e mantidas sob mesmas condições em meio DMEM com suplementação 

de apenas 2% de SBF.  

Para que houvesse internalização dos parasitas e transformação em formas amastigotas 

intracelulares, aguardou-se um tempo de 48h. O sobrenadante foi desprezado e as culturas 

foram então tratadas com BatxC (0,44 e 0,88 µM), BZ (280 e 560 µM) ou PBS por períodos 

de 24 e 48h. Em seguida, as lamínulas foram lavadas fixadas em solução de Bouin e coradas 

com Giemsa para seguinte montagem em lâminas (ADADE et al, 2014; LIMA et al., 2016) .  

Para determinar o número de amastigotas/100 células e o percentual de células 

infectadas foi realizado contagem em microscópio óptico em total de 300 células por 

lamínula em três experimentos independente (PEREZ et al., 2014; HERNÁNDEZ- 

CHINEA et al., 2015; PEREIRA, 2015). 
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. 

Figura 12. Ensaio em formas amastigotas de cepas Y de Trypanosoma cruzi . 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

4.4 Avaliação do mecanismo de morte celular induzido por Batroxicidina em cepas Y de T. 

cruzi 

 

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

realizados os seguintes ensaios através de citometria de fluxo: 

 

4.4.1 Efeito necrótico e/ou apoptótico da Batroxicidina em formas epimastigotas de T. cruzi 

 

Para identificar o potencial necrótico e/ou apoptótico da BatxC, formas epimastigotas 

foram tratadas com a IC50 (11,3 µM) e incubadas por 6 horas e 24 horas em placa de 24 

poços. Após esses períodos, as culturas foram lavadas e marcadas com Anexina V-PE 

(marcador de apoptose por externalização da fosfatidilserina) e 7-AAD (marcador de necrose 

por lesão de membrana plasmática), utilizando um kit comercial (Sigma-Aldrich). Células não 

tratadas foram utilizadas como controle negativo.  

Após 15 minutos de incubação no escuro, os parasitos foram analisados por citometria 

de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson). Para cada amostra foram considerados no 

mínimo dez mil eventos (ALVES et al.,2008; IZUMI, et al., 2012). 
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Figura 13. Ensaio de avaliação de mecanismo de morte celular das formas epimastigotas de 
Trypanosoma cruzi.  

 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

4.4.2 Determinação do potencial transmembrânico mitocondrial  

 

Com o intuito de verificar se BatxC altera o potencial transmembrânico mitocondrial, 

formas epimastigotas foram tratadas com sua IC50 (11,3µM) e incubadas por 6h e 24h em 

placa de 24 poços.  Após esse período, as células foram lavadas e marcadas com rodamina 

(Rho123) 10 µg/mL por 30 minutos no escuro. Células não tratadas foram utilizadas como 

controle negativo (SANDES et al., 2014). 

A Rh123 é um corante catiônico que se acumula em mitocôndrias intactas livres de 

danos, emitindo fluorescência vermelha. Alterações no potencial transmembrânico 

mitocondrial causa redução do acúmulo do marcador (BARACCA et al., 2003). As células 

lavadas foram analisadas por citometria de fluxo. Para cada amostra foram considerados no 

mínimo dez mil eventos. 

 

Figura 14. Ensaio de avaliação de potencial transmembrânico mitocondrial em formas 
epimastigotas de Trypanosoma cruzi. 

 

Fonte: Elaborado pela autora 
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4.4.3 Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs)  

 

Com intuito de avaliar o envolvimento de espécies reativas de oxigênio (EROS) no 

efeito da BatxC, formas epimastigotas foram tratadas com sua IC50 (11,3 µM) e incubadas por 

6h e 24h em placa de 24 poços.  Após esse período as células foram lavadas e marcados com 

DCF (2',7'-diclorofluoresceína) por 30 minutos no escuro. Na presença de EROs, o DCF 

apresenta um alto rendimento quântico de fluorescência. Dessa forma, a fluorescência 

observada aumenta proporcionalmente à produção de EROs. Células não tratadas foram 

utilizadas como controle negativo. 

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

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

 

Figura 15. Ensaio de produção de espécies reativas de oxigênio por formas epimastigotas de 
Trypanosoma cruzi. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

4.4.4 Avaliação de indução de autofagia  

Para investigar se BatxC induz autofagia, formas epimastigotas foram tratadas com 

sua IC50 (11,3µM) e incubadas por 6 e 24 horas em placa de 24 poços.  Após esse período as 

células foram lavadas e marcadas com laranja de acridina. Esse marcador permite a 

visualização de organelas vesiculares ácidas, uma vez que é um marcador acidotrópico. Ao 

penetrar na célula apresenta fluorescência verde e ao ficar retido em organelas ácidas 

(característica de fagossomo) emite fluorescência vermelha. Células não tratadas foram 

utilizadas como controle negativo. 

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

de fluxo. Para cada amostra foram considerados no mínimo dez mil eventos. 
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Figura 16. Ensaio de produção de vesículas acídicas de formas epimastigotas de 
Trypanosoma cruzi. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

4.5 Avaliação de alterações morfológicas ultraestruturais  

 

Alterações na superfície dos parasitos foram observadas por microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). A técnica consiste em utilizar um feixe de elétrons de pequeno diâmetro 

para explorar a superfície da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal 

do detector a uma tela catódica cuja varredura está perfeitamente sincronizada com aquela do 

feixe incidente.  

Formas epimastigotas foram incubadas com IC50 de BatxC (11,3 µM) e incubadas por 

12 horas. Após a incubação, os parasitas foram fixados por 2 horas com 2,5% de glutaraldeído 

(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania), lavados duas vezes com PBS e duas 

vezes com água destilada centrifugando-se a 800g por 10 min. Em seguida, as amostras foram 

desidratadas e series crescentes de etanol (30-100%), colocadas em lamínulas de vidro, 

fixadas a 37ºC com 5% de CO2, cobertas com ouro e observadas em um microscópio 

eletrônico de varredura FEG Quanta 450 (FEI, Oregon, USA) (LIMA et al., 2016). As 

imagens digitais foram adquiridas e armazenas em computador na Central Analítica – UFC 

utilizando o Software Nis 4.0. 

.  

 

Figura 17. Ensaio de microscopia eletrônica de varredura  
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Fonte: Elaborado pela autora 

 

4.6 Análise de dados 

 

 Os ensaios foram realizados em triplicada de três experimentos independentes e os 

resultados obtidos expressos em média ± erro padrão da média e os valores de IC50 

determinadas por regressão não linear com intervalo de confiança 95%. Comparações 

estatísticas foram analisadas utilizando ANOVA com Dunett’s post-test no programa 

GraphPad Prism 5. 
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5. RESULTADOS  
 

5. 1 Atividade citotóxica do peptídeo Batroxicidina sobre células LLC-MK2 e RAW. 

 

Objetivando investigar o efeito citotóxico da batroxicidina sobre células hospedeiras; 

as células LLC-MK2 foram incubadas por 24 h em diferentes concentrações (1,56; 3,12; 6,25; 

12,5; 25; 50 e 100 μM) do peptídeo e tiveram sua viabilidade determinada pela leitura 

espectrofotométrica do ensaio de MTT. O ensaio mostrou que o peptídeo não diminuiu a 

viabilidade celular na maior parte das concentrações testadas (Figura 18). Tendo uma 

diminuição significativa da viabilidade apenas na concentração de 100 μM (IC50 138,8 μM). 

A partir do valor de IC50 obtido foi possível calcular o Índice de Seletividade (SI), que 

representa a seletividade da substância ao parasita em relação à célula de mamífero e 

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

 

Figura 18. Efeito citotóxico da Batroxicidina sobre as células LLC-MK2 após 24 h de 
tratamento. 
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Legenda:O gráfico representa o percentual de viabilidade celular, expresso em média ± E.P.M, de 
experimentos independentes (n=3). O grupo controle foi tratado com PBS. Análise estatística 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 (macrófagos) a 

fim de determinar a citotoxidade da batroxicidina. O ensaio foi realizado incubando diferentes 

concentrações do peptídeo BatxC (0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 μM) por 24h. O ensaio 

demostrou que o peptídeo não diminuiu a viabilidade celular em todas as concentrações 

avaliadas (Figura 19). 

 

Figura 19. Efeito citotóxico da Batroxicidina sobre a linhagem celular RAW após 24 h de 
tratamento. 
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Legenda: O gráfico representa o percentual de viabilidade celular, expresso em média ± E.P.M, de 

experimentos independentes (n=3). O grupo controle foi tratado com PBS Análise estatística foi 

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

 

5.2 Avaliação da atividade tripanocida do peptídeo Batroxicidina  

 

5.2.1 Efeito da batroxicidina em formas epimastigotas de T. cruzi 

Os ensaios de viabilidade celular da batroxicidina sobre as formas epimastigotas foram 

realizados nos tempos de 24h, 48h e 72h. 

Após 24h de tratamento, a BatxC obteve IC50 de 11,3 µM enquanto o BZ apresenta 

uma IC50 de 218µM (Figura 20). No tempo de 48h também houve melhor atividade 

tripanocida do peptídeo em estudo com IC50 de 6,33 µM (Figura 20). Em relação ao mesmo 

período de tratamento com o benzonidazol (IC50 = 61,1µM) (Anexo B). Após 72h de 

exposição com as formas epimastigotas, o peptídeo foi capaz de inibir 50% do crescimento 
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parasitário em uma concentração de 9,6 µM enquanto o BZ necessita de uma concentração de 

16,5µM para alcançar o mesmo efeito (Figura 20) (Anexo B). 

 

Figura 20.  Efeito citotóxico da Batroxicidina sobre a forma epimastigota de T.cruzi. 
 

 

Legenda: Os dados foram expresso em média ± E.P.M, de experimentos independentes (n= 3), após 24(A), 
48(B), e 72h(C) de tratamento com Batroxicidina . Análise estatística foi realizada por ANOVA, seguida 
por teste Dunett, com *p˂0,05. 
 
 

 

 

 

 

 



56 

 

5.2.2 Efeito da batroxicidina em formas tripomastigotas de T. cruzi  

 

As formas tripomastigotas, obtidas a partir da eclosão de células LLC-MK2, foram 

incubadas com diferentes concentrações da Batroxicidina (0,045; 0,09; 0,18; 0,39; 0,78 e 1,56 

µM) durante 24h.  

De acordo com a figura 21, a BatxC apresentou toxicidade para os parasitos a partir 

das concentrações 0,18 µM e se aproxima de 100% de letalidade na concentração de 1,56µM, 

conferindo assim uma IC50 de 0,44 µM. Para o benzonidazol, a IC50 é de 282µM (Anexo A e 

B).  

 

Figura 21. Efeito citotóxico da Batroxicidina sobre a forma tripomastigota de T.cruzi. 
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Legenda: Os dados foram expresso em média ± E.P.M, de experimentos independentes (n= 3), após 24h de 
tratamento com Batroxicidina. Análise estatística 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 T. cruzi 

Para investigar o efeito da Batroxicidina sobre a forma intracelular do Trypanosoma 

cruzi, foi realizado ensaio em 24h e 48h, utilizando a IC50 (0,44 μM) e dobro da IC50 (0,88 

μM) dos experimentos em formas tripomastigotas, as concentrações estudadas não são tóxicas 

para as células hospedeiras LLC-MK2, como já demostrado em resultados anteriores.  
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Nas concentrações de 0,44 e 0,88 µM em 24h de incubação com BatxC foi observado 

uma diminuição de 40% e 45% respectivamente do percentual de células infectadas (Figura 

22) e redução de 33% e 43,5% do percentual de amastigotas nas células (Figura 23). O 

tratamento com as mesmas concentrações em 48h de incubação, não demostrou redução 

significativa do percentual de células infectadas (Figura 22), no entanto, houve uma 

diminuição do percentual de formas amastigotas em 23,9% e 33% (Figura 23). A figura 24 

representa o índice de sobrevivência (IS) calculado a partir do percentual de células infectadas 

e do número de formas amastigotas. Fotomicrografias das culturas de células LLC-MK2 

contendo amastigotas pode ser visualizada na figura 25.  

Figura 22. Percentual de células LLC-MK2 infectadas com formas amastigotas e incubadas 
com Batroxicidina. 

CT 0,44 0,88
0

20

40

60

80
24 h

48 h

*
*

                      BatxC µM

C
é

lu
la

s
 i

n
fe

c
ta

d
a

s
 (

%
)

 

 
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) após 
24 e 48h incubados com Batroxicidina nas concentrações de IC50 (0,44µM) e 2xIC50 (0,88µM). 
Análise estatística foi realizada por ANOVA, seguida por teste Dunett, com *p˂0,05. 

 

Figura 24. Índice de sobrevivência 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), após 
24h de incubação com Batroxicidina. Análise estatística foi realizada por ANOVA, seguida por teste 
Dunett, com *p˂0,05, comparados ao grupo controle. 
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Figura 25. Fotomicrográfica de células LLCM-K2 infectadas com formas amastigotas de 
T.cruzi incubadas com Batroxicidina no tempo de 24h. 

 

Legenda: Lâminas obtidas por coloração de Giemsa. Fotomicrografia em aumento de 200x, em 
microscópio Nikom Eclipse Nis e Software Nis 4.0. 

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

epimastigotas de T. cruzi 

 

5.3.1 Potencial necrótico e/ou apoptótico da Batroxicidina 

 

A fim de investigar o possível mecanismo de morte celular induzindo pela 

Batroxicidina, foi realizada a detecção da externalização 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 T. Cruzi foram tratadas com IC50 da BatxC 

(11,3µM) e dobro da IC50 (22,6µM) em diferentes tempos de incubação (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 concentrações 

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 população de 17 e 12% (IC50 

e 2xIC50, respectivamente), quando comparadas ao grupo de parasitas não tratado (0,7%).  

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

maior da marcação com 7-AAD em ambas as concentrações 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 T. cruzi após 6h de incubação com 
Batroxicidina. 
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Fonte: Elaborada pelo autor 
Legenda: Perfil de morte em formas epimastigotas após 6h de incubação com IC 50 e dobro da IC50 
Batroxicidina. Os dados foram expressos como percentual de eventos ± erro padrão médio (EPM) de três 
experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pós-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. 
grupo controle).7AAD-/AX- : células não marcadas; 7AAD+/AX- : marcado com 7-amino actinomicina D; 
7AAD-/Ax+ : marcados com anexina V; 7AAD+/AX+ : marcado com 7-AAD e Anexina V-PE). CT: 
Controle. 
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Figura 27. Gráficos Density-plot de distribuição das populações celulares submetidas ao 
ensaio de investigação de mecanismo de morte celular por citometria de fluxo em 6h de 
incubação com IC50 (11,3 uM) e dobro da IC50(22,6 uM).      

 

 
 
 
Fonte: Elaborada pelo autor 
Legenda: Representação da marcação de Anexina V-PE e 7-AAD. Quadrante inferior esquerdo: células 
viáveis (não-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 T. cruzi após 24h de incubação com 
Batroxicidina (11,3 uM e 22,6 uM ). 
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Fonte: Elaborada pelo autor 
Legenda: Perfil de morte em formas epimastigotas após 24h de incubação com IC 50 e dobro da IC50 
Batroxicidina. Os dados foram expressos como percentual de eventos ± erro padrão médio (EPM) de três 
experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pós-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. 
grupo controle).7AAD-/AX- : células não marcadas; 7AAD+/AX- : marcado com 7-amino actinomicina D; 
7AAD-/Ax+ : marcados com anexina V; 7AAD+/AX+ : marcado com 7-AAD e Anexina V-PE). CT: 
Controle. 
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Figura 29. Gráficos Density-plot de distribuição das populações celulares submetidas ao 
ensaio de investigação de mecanismo de morte celular por citometria de fluxo em 6h de 
incubação com IC50 (11,3 uM) e dobro da IC50(22,6 uM). 

 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 
Legenda: Representação da marcação de Anexina V-PE e 7-AAD. Quadrante inferior esquerdo: células 
viáveis (não-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 Alteração do potencial transmembrânico mitocondrial (ΔΨm) 

 

Nesse ensaio, o parasito na sua forma epimastigota foi incubado com rodamina 123 

(Rho 123), corante fluorescente específico que se acumula no espaço intermembrana 

mitocondrial de células viáveis.  

Nesse ensaio as formas epimastigotas do parasito foram tratadas com BatxC na 

concentração de 11,3μM em 6 e 24h. A figura 30 A mostra uma diminuição gradual da 

emissão de fluorescência em células tratadas com Batroxicidina (deslocamento à esquerda), 

quando comparada ao grupo controle não tratado. Após 24h de tratamento esse resultado se 

torna ainda mais evidente (figura 30B), sugerindo que há um dano mitocondrial nesses 

parasitas tratados com o peptídeo, uma vez que a rodamina se acumula apenas em 

mitocôndrias intactas. Quando há lesão na organela, portanto, a fluorescência diminui de 

intensidade indicando despolarização mitocondrial, observado pelo deslocamento da curva de 

histograma para a esquerda.  

 

Figura 30. Histograma representativo da emissão de fluorescência de Rodamina 123.  
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Fonte: Elaborada pelo autor 
Legenda: (A) Valores de fluorescência relativa e (B) Formas epimastigotas de T. cruzi tratados com 
Batroxicidina com 11,3 μM (IC50) durante 6 e 24 horas. CT: Controle (formas epimastigotas não 
tratadas). Os dados foram expressos como intensidade de fluorescência ± erro padrão médio (EPM) de 
três experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pós-teste de Dunnet (p< 
0,05 vs. grupo controle).  

 

 

 

A B 
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5.3.3 Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

Com o intuito de investigar o envolvimento das espécies reativas de oxigênio no 

processo de morte celular. Formas epimastigotas foram incubadas com 2´-7´ 

diclorodihidrofluoesceína diacetato (DCF-DA), que é permeável à membrana celular e não-

fluorescente. Na presença de ROS, este composto é oxidado no interior da célula e produz um 

composto fluorescente, 2´, 7´- diclorofluoresceína (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 população é comparada ao grupo 

controle não tratado, especialmente depois de 24h de incubação com a BatxC (Figura 31B). 

Os resultados confirmam, ju8nto aos resultados anteriores, uma morte predominante desses 

parasitas por necrose com alteração mitocondrial e produção de EROS.    

 
Figura 31. Histograma representativo do sinal fluorescente de DCFH-DA.  
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Fonte: Elaborada pelo autor 
Legenda: (A) Valores de fluorescência relativa (B) Formas epimastigotas de T. cruzi tratados com 
Batroxicidina com 11,3 μM (IC50) durante 6 e 24 horas. Células não tratadas foram utilizadas como 
controle negativo (CT). Os dados foram expressos como intensidade de fluorescência ± erro padrão 
médio (EPM) de três experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pós-
teste de Dunnet (p< 0,05 vs. grupo controle).  
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5.3.4 Avaliação de indução de autofagia 

 

 A indução de uma via alternativa de morte celular também foi investigada. A autofagia 

é um processo celular fisiológico para degradação e reciclagem de componentes do citosol e 

organelas celulares danificadas, para manutenção da homeostase celular em condições 

adversas como privação de nutrientes, presença de patógenos e toxinas.  

Diversas propriedades e proteínas específicas têm sido utilizadas para quantificação do 

processo autofágico. Uma propriedade que se aproveita do mecanismo autofágico é o fato de 

os fagossomos serem organelas ácidas. Assim, pode-se utilizar o corante fluorogênico 

acidotrópico laranja de acridina para marcar especificamente esses ambientes celulares. A 

autofagia celular induz a formação de fagossomos onde o marcador se deposita. O corante 

laranja de acridina cora citoplasma e núcleo celulares com fluorescência verde e, quando em 

um ambiente ácido, sofre modificações físico-químicas e passa a emitir fluorescência 

vermelha. Logo, células com uma fluorescência vermelha elevada detectadas em citometria de 

fluxo são caracterizadas como células realizando autofagia.   

Neste ensaio foram marcadas com laranja de acridina, após 6 e 24h de incubação com 

11,3µM de BatxC. Os resultados não evidenciaram processo autofágico induzido pela 

Batroxicidina, uma vez que não houve diferença significativa na emissão de fluorescência do 

grupo tratado em comparação ao não tratado (Figura 32 A e B). 

 

Figura 32. Fluorescência relativa de formas epimastigotas de T. cruzi marcadas com Laranja 
de Acridina.  
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Fonte: Elaborada pelo autor  
Legenda: (A) Valores de fluorescência relativa (B) Formas epimastigotas de T. cruzi tratados com a 
com 11,3 μM em 6 e 24 horas. CT:Controle. Os dados foram expressos como intensidade de 
fluorescência ± erro padrão médio (EPM) de três experimentos independentes e analisados 
estatisticamente por ANOVA e pós-teste de Dunnet (p< 0,05 vs. grupo controle).  
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5.4 Alterações morfológicas induzidas em formas epimastigotas T. cruzi tratadas com o 

peptídeo Batroxicidina. 

 

As análises por microscopia eletrônica de varredura em formas epimastigotas não 

tratadas e tratadas com Batroxicidina (11,3µM) durante 24h de incubação evidenciaram 

alterações morfológicos provocados pelo peptídeo ao parasito, confirmando que o processo de 

necrose é o principal mecanismo de morte do T.cruzi expostos ao peptídeo BatxC. A figura 

33 mostra que o grupo controle não tratado apresenta parasitos intactos com organelas e 

membranas bem preservadas. Os parasitos tratados com a Batroxicidina (Figura 34) 

apresentam alterações visíveis de degradação completa da cauda (Figura 34A), modificação 

importante da forma (Figura 34B), formação de poro na membrana celular e extravasamento 

do conteúdo celular (Figura 34 C-E).  

 

 

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

não tratadas com batroxicidina.  

 

 
 

 
Fonte: Elaborada pelo autor 
Legenda: Observam-se parasitos com comprimento adequado, corpos alongados típicos (A) e intactos 
morfologicamente (B). Barra de escala:4 µm. 
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Figura 34. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) de formas epimastigotas de T.cruzi 
após 24h de incubação com a batroxicidina (11,3 µM).  
 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor 
Legenda: Observa-se degeneração da cauda (A), modificação na parte superior do parasito (B) 
e formação de poro na membrana do parasito com extravasamento de material celular (C-E) 
após a incubação da Batroxicidina (11,3µM) com formas epimastigotas de T. cruzi durante 
24h. Barra de escala: 4,2 e 1 µm. 
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6. DISCUSSÃO  

A Doença de Chagas é um problema de saúde pública e existe uma necessidade 

intermitente de se pesquisar novas alternativas terapêuticas para seu tratamento, visto que os 

dois fármacos disponíveis no mercado são eficazes principalmente no tratamento da fase 

aguda e apenas em 20% dos casos na fase crônica. Além disso, apresentam efeitos colaterais 

graves, sendo contraindicado para crianças e gestantes (MARIN-NETO et al., 2009; 

MORILLA; ROMERO, 2015; CHATELAIN, 2017). Logo, a identificação de novos agentes 

tripanocidas, assim como novos mecanismos de ação, com baixa citotoxicidade, amplo 

espectro de atividade são pontos críticos no desenvolvimento de agentes terapêuticos e 

estratégias de tratamento cada vez mais eficientes. Adicionalmente, existem poucos estudos 

com atividade antiparasitária de peptídeos antimicrobianos, principalmente quando 

comparados com o extenso arsenal de estudos com atividade antibacteriana. 

Os Peptídeos Antimicrobianos (PAMs) exibem certas características que os tornam 

atraentes como alternativas aos fármacos convencionais, incluindo seu modo de ação rápido, 

baixa probabilidade de desenvolvimento de resistência e capacidade de agir em conjunto com 

regimes de drogas existentes, alternativa conhecida como sinergismo; eles são comumente 

relacionados à sua alta especificidade contra estruturas do alvo microbiano, uma vez que estes 

são componentes naturais que exercem papel fundamental na imunidade inata, sendo menos 

propensos a induzirem resistência (ZASLOFF, 2002). Eles mostram um alto nível de 

toxicidade contra diversos microrganismos unicelulares, tais como bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas, bem como fungos, metazoários, outros parasitas, e até mesmo células 

cancerosas e vírus (HOSKIN E RAMAMOORTHY, 2008; ZASLOFF, 2002). Esses 

Peptídeos vêm sendo muito utilizados em pesquisas contra diversas doenças parasitarias, 

principalmente contra Doença de Chagas. McGwire e Kulkarni (2010) e Harrington (2011) 

identificaram alguns peptídeos antimicrobianos e derivados sintéticos que são ativos contra os 

cinetoplastos relacionados à T. cruzi, Leishmania spp. e tripanossomas africanos. Portanto, o 

estudo de seus respectivos mecanismos de ação é de fundamental importância no 

desenvolvimento e conhecimento de alvos farmacológicos. 

Catelicidinas, peptídeo antimicrobiano presente na imunidade inata em de numerosos 

animais vertebrados (GAO et al., 2015) foram identificadas nas bibliotecas de cDNA de 

glândula de veneno de espécies de serpentes de diversificados gêneros da América do Sul, 

incluindo Crotalus durissus terrificus, C. d. Cascavella, Lachesis mutu muta, Bothrops atrox 
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e B. lutzi. As sequências deduzidas destas catelicidinas de veneno de serpente foram 

denominadas vipericidinas (RÁDIS-BAPTISTA, 2015). As Vipericidinas, catelicidinas de 

venenos de glândula pitóide, demonstraram atividade antimicrobiana e anticancerosa 

(FALCÃO et al., 2014; 2015; CAVALCANTE et al., 2016). Recentemente a batroxicidina, 

vipericidina isolada da glândula 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 hemolítico, indicando sua possível utilidade como 

estruturas para o desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos (FALCAO et al., 2014). 

Estudos com venenos de serpentes do gênero 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 relevância desses PAMs vipericidíneos, em conjunto com a atividade tripanocida 

apresentada por alguns venenos Botrópicos, motivaram a busca por uma potencial atividade 

da Batroxicidina em cepa Y de Trypanossama cruzi, bem como o índice de seletividade para 

o parasita e seu mecanismo de ação, comparando os resultados à droga de escolha disponível 

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

Dependendo da interação com o hospedeiro ou reservatório, T. cruzi pode assumir três 

formas morfológicas diferentes ao longo de seu ciclo de vida: epimastigota (fase proliferativa 

do inseto-vetor), tripomastigota (forma infecciosa, não-proliferativa) e amastigota (forma 

proliferativa intracelular) (ADADE et al., 2012). Nesse trabalho, Batroxicidina foi estudada 

nas três diferentes formas do ciclo evolutivo do parasito e apresentou efeito citotóxico para 

todas as formas. 

O peptídeo Batroxicidina (BatxC) apresentou atividade tripanocida tempo-dependente 

comparados ao BZ em formas epimastigotas. No tempo de 24h de tratamento as 

concentrações de IC50 do Benzonidazol (218µM) foram bem maiores do que as do peptídeo 

testado (11,3µM). Para os tempos de 48h e 72h as IC50 do BZ foram 10 e 2 vezes maiores do 

que as do BatxC, respectivamente. 

Peptídeos isolados do veneno de serpentes, como a Crovirin, mostraram efeito 

semelhante, sendo efetivos contra as três formas evolutivas de T. cruzi e uma alta seletividade 

ao parasita (ADADE et al., 2014). A descoberta deste peptídeo de efeito tripanocida foi 



72 

 

inspirada em estudos realizados com o veneno da serpente Crotalus virides virides contra T. 

cruzi, buscando-se o peptídeo responsável por essa ação (ADADE et al., 2011).  

As formas tripomastigotas e amastigotas foram obtidas por infecção de células LLC-

MK2. Esta linhagem de células renais suporta uma elevada percentagem de células infectadas, 

índice de interiorização (parasitas/célula) e número de liberação de tripomastigotas 

(ZINGALES et al., 1982; ANDREWS; COLLI, 1982). A Batroxicidina demonstrou uma 

baixa toxidade em células LLC-MK2 e macrófagos murinos (RAW 264.7), considerando as 

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

Nos ensaios com a forma tripomastigota de T.cruzi (forma infectante não 

proliferativa), a BatxC exibiu efeito dose-dependente após 24 horas de incubação. A BatxC 

apresentou atividade nas concentrações de 0,18 µM até 1,56 µM, tendo uma melhor inibição 

dos parasitas na concentração de 1,56µM. A ação tripanocida de BatxC foi mais eficiente que 

a droga de referência Benzonidazol. Enquanto a IC50 de BatxC foi de 0,44 µM para a forma 

tripomastigota, a do fármaco de referência foi de 282µM, demostrando grande relevância em 

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

Vários PAMs isoladas de insetos e mamíferos são ativos contra T. cruzi em ensaios in 

vivo. Homólogos sintéticos da Cecropina B, isolada do veneno do inseto Hyalophora 

cecropia, são tóxicos aos tripomastigotas de T.cruzi, além de ser ativo contra as formas 

intracelular dentro de células Vero, sem apresentar toxicidade à célula hospedeira (BARR et 

al., 1995; JAYNES et al., 1988). Dermaseptina, peptideo antimicrobiano isolado 

da pele de anfíbios da subfamília Phyllomedusinae, também demostraram atividade contra a 

forma tripomastigota de T.cruzi, sem ser citotoxicidade em células de mamífero (BRAND et 

al., 2002). 

A fim de realizar uma análise estatística e ratificar esta comparação, foi calculado o 

índice de seletividade. O critério utilizado por WHO/TDR para substâncias promissoras 

contra o T. cruzi é um índice de seletividade maior que 50 (NWAKA; HUDSON, 2006). O 

índice de seletividade é calculado pela relação entre as IC50 da célula-alvo e da célula 

hospedeira. Neste estudo, utilizamos os dados de concentração inibitória de 50% da cultura de 

tripomastigota e LLC-MK2 para obtenção dos índices de seletividade de BatxC e BZ. BatxC 

apresentou índice de seletividade de 315, assim o valor apresentado encontra-se dentro do 



73 

 

critério da  WHO/TDR, sendo bastante significativo comparando ao índice de seletividade  do 

BZ de 2,18.  

Outros peptídeos de venenos demostraram seletividade contra T. cruzi, no entanto com 

índices de seletividade menores do que os encontrados para a BatxC. Estudos realizados como 

a Melitina, peptídeo obtido do veneno da abelha Apis melífera, apresentou um índice de 

seletividade de 35 (ADADE et al., 2013). Portanto, o cálculo de índice de seletividade 

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

No contexto da evolução clínica da doença de Chagas, ela é usualmente dividida em 

duas fases: aguda e crônica. Na fase aguda, a parasitemia pode ser evidente, favorecendo o 

tratamento e, inclusive a obtenção de sucesso terapêutico utilizando os medicamentos 

convencionais (SESTI-COSTA et al., 2014). Em contrapartida, a fase crônica consiste em um 

parasitismo tecidual no qual as formas amastigotas reproduzem-se por fissão binária no 

citoplasma de células do hospedeiro, sendo esta fase de mais difícil tratamento, uma vez que 

os fármacos existentes aprovados não são capazes de permearem significativamente a 

membrana plasmática (MORILLA; ROMERO, 2015). Portanto, um novo desafio surge com a 

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

Assim sendo, com a finalidade dar continuidade ao estudo da atividade antiparasitária 

da Batroxicidina nos diferentes níveis do ciclo evolutivo do protozoário, foram realizados os 

ensaios em formas amastigotas (forma infectante e proliferativa). Os experimentos com a 

BatxC contra as formas intracelulares mostraram que houve uma redução no percentual de 

células infectadas, como também houve redução na porcentagem do número 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 concentrações de 0,44 e 0,88 

μM após 24h de tratamento, enquanto BZ mostrou efeito em concentrações de 280 e 560 μM, 

com diminuição de apenas 25% do percentual de células infectadas e na redução de 46% do 

número de amastigotas celulares. Em 48h de incubação, com as mesmas concentrações 

utilizadas, BatxC não foi capaz de reduzir o percentual de células infectadas, no entando 

reduziu o percentual em 23% e 33% (IC50 e 2xIC50), de formas amastigotas nas células 

hospedeiras. Esse resultado demonstra que a ação do peptídeo e tempo-dependente, e que 

induzir a morte dos parasitas pelo mecanismo necrose, possui uma rápida ação, obtendo 

melhores resultados em 24h de tratamento. No entanto, ainda apresenta resultados 

satisfatórios na diminuição do percentual de formas amastigotas. 
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A resistência 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 vacúolo parasitóforo 

(BORGES et al, 2012). Ainda neste contexto, protozoários amastigotas são descritos como 

células mais resistentes quando comparados com as formas promastigotas (formas 

extracelulares), uma vez que a superfície externa do glicocálix dos promastigotas é composta 

por lipofosfoglicano e proteofosfoglicano, sendo carregada negativamente e favorecendo a 

permeação de peptídeos (RAJA et al., 2017). Destaca-se, portanto, a importância do resultado 

obtido, uma vez que os fármacos disponíveis são ineficazes no tratamento contra as formas 

amastigotas, confirmando a relevância do estudo destes peptídios no enriquecimento do 

arsenal terapêutico quimioterápico (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 T. cruzi através de ensaios de citometria 

de fluxo e microscopia eletrônica de varredura utilizando marcadores específicos. 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 população de parasitos marcado com a fluorescência proveniente do 7-AAD, 

nas duas concentrações estudadas (IC50 e 2xIC50) indicando que houve  lesão da membrana 

celular, visto que esse marcador não é permeavel em membranas integras. Este resultado 

caracteriza um possivel envolvimento necrótico no processo de morte induzido pelo peptídeo. 

Para confirmar esta hipótese, dois outros ensaios foram realizados por citometria em 6 e 

24horas. O ensaio utilizando Rodamina123, avaliando modificações no potencial 

transmembrânico mitocondrial e DCFH-DA, para a mensuração da formação de espécies 

reativas de oxigênio intracitoplasmáticas. 

As características de morte por necrose em parasitos envolvem alterações nas 

mitocôndrias, incluindo a despolarização mitocondrial, repercutindo na depleção de ATP e 

consequente geração de EROs (radicais livres, como o O2-, H2O2, OH-), levando a dano redox 

e oxidação de lipídios de membranas. O metabolismo energético alterado contribuirá para o 

aumento da glicólise anaeróbica e diminuição das reservas de glicogênio, aumentando o ácido 

lático e fosfatos inorgâncios. Esse aumento de produção ácida causa diminuição do pH, 

prejudicando a atividade de muitas enzimas celulares. Adicionalmente, a deficiência na 
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bomba de cálcio, devido à falta de energia acarreta em desequilíbrio da homeostase do cálcio, 

através do aumento do cálcio intracitoplasmático, o que desemboca na ativação de muitas 

enzimas que levam a degradação celular, como as endonucleases e as proteases; a diminuição 

da síntese protéica resulta em danos às membranas mitocondriais e lisossomiais. Ocorre 

também a vacuolização citoplasmática através da disfunção da bomba de sódio e potássio 

(Na+/ K+ ATPase), acumulando sódio intracelularmente e levando à perda de potássio para o 

meio externo, gerando edema celular e dilatação do retículo endoplasmático, desorganização 

do complexo de Golgi e, em última instância, a degradação da membrana plasmática 

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

A análise de Rho123 mostrou que ocorreu redução na fluorescencia no grupo de 

parasitos tratados com a batroxicidina, condizente com alterações na membrana mitocondrial, 

uma vez que a Rho 123 só se acumula em mitocôndrias intactas livres de danos emitindo 

fluorescência vermelha. É comum a lesão mitocondrial resultar na formação de um canal de 

alta condutância na membrana mitocondrial, chamado de poro de transição de permeabilidade 

mitocondrial. A abertura desse canal determina a perda do potencial de membrana da 

mitocôndria e alteração do pH, resultando em falha da fosforilação oxidativa e depleção 

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

O aumento de EROs também pôde ser observado através da análise de fluorescência 

do DCFH-DA. Apesar do seu efeito citotóxico bem conhecido, o papel de EROs nestes 

protozoários é complexo, mas alterações mitocondriais parecem estar ligadas à produção 

desses radicais. Dependendo da concentração, estas espécies reativas poderiam causar morte 

dos parasitas, devido a uma diminuição na eficiência do metabolismo aeróbico (MENNA-

BARRETO; CASTRO, 2014). Durante o processo respitatório, diversos agentes oxidantes 

que podem causar disfunção e perda de função mitocontrial são produzidos na mitocôndria de 

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

O T. cruzi possui variados mecanismos antioxidantes com o objetivo de resistir as 

EROs formadas durante a explosão respiratória, sobretudo nos macrófagos do hospedeiro, 

assegurando o seu potencial infectivo. Dentre os mecanismos detoxificantes existentes no 

parasito, destacam-se vias citoplasmáticas, enzimáticas extracelulares e, principalmente, as 

mitocondriais. Portanto, substâncias capazes de regular o stresse oxidativo nas células do 

parasito e, consequentemente, de despolarizar o potencial elétrico altamente negativo presente 

na membrana mitocondrial estão intimamente relacionadas com a disruptura da cadeia 
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transportadora de elétrons, gerando isquemia celular e, como principal consequência os 

fenômenos de morte celular, principalmente por vias necróticas, afirmações corroborantes aos 

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

O ensaio de microscopia eletrônica de varredura com parasitos tratados com BatxC 

mostrou danos na ultraestrutura morfológica, tais como perda na integridade da membrana 

plasmática, retração de flagelos e formação de corpúsculos celulares, achados indicativos de 

dano necrótico, corroborando com os dados obtidos na citometria de fluxo com Anexina e 7-

AAD, no quais houve uma marcação predominante  por 7AAD (MENNA-BARRETO et al., 

2009). Tudo isso, junto às alterações bioquímicas observadas nesse estudo, como alteração da 

integridade da membrana, alteração no potencial da membrana mitocondrial, aumento de 

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

A indução de necrose em formas epimastigotas de T. cruzi, foi observada em outros 

estudos utilizando venenos de serpentes e suas frações isoladas, onde achados como lesão de 

membrana celular com perdas de componentes citoplasmático e alteração 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, eCATH1 também foi capaz de matar Trypanosoma 

brucei, Trypanosoma evansi e Trypanosoma equiperdum causando permeabilização da 

membrana plasmática e alteração  do potencial da membrana mitocondrial (CAUCHARD et 

al., 2016). 

Diferentes PAMs levam à morte celular ao induzir necrose, apoptose e até mesmo 

autofagia (BERA et al., 2003; KULKARNI et al., 2006, 2009a). A sequência de eventos que 

levam a diferentes modos de morte celular induzida por PAMs não é ainda  inteiramente 

clara. Sendo necessário 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 peptídeos antimicrobianos desestabilizem as membranas da 
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superfície celular, parece que também podem entrar nas células e associar-se às organelas 

intracelulares, dando origem a efeitos nas vias metabólica e bioenergética. Neste contexto, os 

dados de morte celular obtidos corroboram com a informação de que tripanossomídeos 

possuem uma única mitocôndria, a qual apresenta estrutura distinta daquelas das células de 

mamíferos, tornando esta organela um potencial alvo farmacológico, desde que haja 

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

Ainda no sentido de se investigar possíveis mecanismos de morte celular, a autofagia 

também foi investigada como via alternativa de indução de morte através da marcação com 

laranja de acridina em citometria de fluxo. Entretanto, não houve aumento significativo de 

fluorescência entre as células tratadas com BatxC e o controle negativo, indicando que não 

houve aumento do acúmulo do marcador em compartimentos ácidos que indicariam autofagia. 

Em contrapartida, a melitina, um peptídeo isolado do veneno da abelha Apis mellifera foi tem 

ação contra o parasito Trypanossoma cruzi, afetando as formas evolutivas do parasito e 

levando a múltiplos efeitos. Nas formas epimastigotas, foi observado à morte celular 

autofágica como principal mecanismo de morte. Em contraste, nas formas tripomastigotas o 

mecanismo apoptótico foi à 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 

doença. O peptídeo possui alto índice de seletividade e inibiu formas amastigotas, com 

concentrações inferiores às necessárias para causar danos às células hospedeiras. Sendo uma 

substância com possível potencial terapêutico no tratamento sinérgico com benzonidazol, ou 

até mesmo no desenvolvimento de uma nova ferramenta terapêutica, com segurança superior 

ao atual fármaco de referência utilizado no tratamento da doença de chagas. 

  

 

 

 

 



78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 CONCLUSÃO 
 



79 

 

7. CONCLUSÃO 

O peptídeo Batroxicidina apresenta efeito tripanocida sobre as três formas de 

Trypanosoma cruzi, sem apresentar toxicidade in vitro em células de mamífero. As alterações 

celulares que levam o parasito a morte, são indicativas de necrose, envolvendo lesão da 

membrana celular, dano mitocondrial e liberação de espécies reativas de oxigênio. Os 

resultados apresentados, demostram que o BatxC é uma substância promissora no 

desenvolvimento de novos agentes terapêutico para o tratamento da doença de Chagas. 
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APÊNDICE A 

 

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

 Epimastigote 

(T. cruzi) 

Trypomastigote 

(T. cruzi) 

LLC-MK2 

 

 BatxC Bz BatxC Bz BatxC Bz 

24 h 11.3±1.6 218±15 0.44±0.05 
(315.5) 

282±20 
(2.18) 

138.8±20 614.8±30 

48 h 6.33 ±1.7 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 parênteses. Os valores de 
IC50 expressos em μM. Os dados são expressos como médias ± SEM De 3 experimentos 
independentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



99 

 

APÊNDICE B 
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ANEXO A 

 

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

 

 Epimastigote 

(T. cruzi) 

   Trypomastigote 

(T. cruzi) 

LLC-MK2 

 

  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 T. cruzi foram quantificadas por 
contagem em câmara de neubauer e as células LLC-MK2 foram quantificadas por ensaio  de MTT. 
Os valores de IC50 expressos em μM. Os dados são expressos como médias ± SEM De 3 
experimentos independentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



108 

 

ANEXO B 

 
Figura 35.  Efeito citotóxico do Benzonidazol sobre a forma epimastigota de T.cruzi. 

 

Fonte: Lima et al., 2016. 
Legenda: Os dados foram expresso em média ± E.P.M, de experimentos independentes (n= 3), após 24(A), 
48(B), e 72h(C) de tratamento com Benzonidazol . Análise estatística foi realizada por ANOVA, seguida por 
teste Dunett, com *p˂0,05. 
 

Figura 36. Efeito citotóxico do Benzonidazol sobre a forma tripomastigota 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), após 24(A), 
48(B), e 72h(C) de tratamento com Benzonidazol . Análise estatística foi realizada por ANOVA, seguida por 
teste Dunett, com *p˂0,05. 
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Figura 37. Percentual de células LLC-MK2 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), após 24 e 

48h de incubação com Benzonidazol. Análise estatística 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), após 24 e 

48h de incubação com Benzonidazol. Análise estatística foi realizada por ANOVA, seguida por teste 
Dunett, com *p˂0,05, comparados ao grupo controle. 
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ANEXO C 
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