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RESUMO

As catelicidinas sdo peptideos antimicrobianos produzidos por humanos e animais em
resposta a varios microbios patogénicos. Crotalicidina (Ctn), uma vipericidina relacionada
com a catelicidina da glandula de veneno Crotalus durissus terrificus proveniente da América
do Sul e seus fragmentos (Ctnl-14 e Ctn15-34) demonstraram atividade antimicrobiana e
antifungica, assim como a catelicidina humana LL-37. A fim de fornecer modelos para o
desenvolvimento de agentes tripanocidas modernos, no presente estudo avaliamos o efeito
antichagasico desses quatro peptideos (Ctn, Ctn [1-14], Ctn [15-34] e LL-37). Ctn e peptideos
derivados foram testados contra as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas da
cepa Y de T. cruzi (cepa resistente ao benzonidazol) e a citotoxicidade em células de
mamiferos foi avaliada em direcdo a linhagem LLC-MK2. Ctn inibiu todas as formas de
desenvolvimento de T. cruzi, incluindo amastigota, que esta implicada no curso crénico da
doenca de Chagas. Além disso, Ctn mostrou um alto indice seletivo as formas de
tripomastigotas (> 200). Quanto ao mecanismo de ac¢do, Ctn induziu morte celular em T. cruzi
através de necrose, conforme determinado por andlises de citometria de fluxo com sondas
moleculares especificas e alteracdes morfoldgicas, como perda de integridade da membrana e
contracd@o celular, conforme observado por microscopia eletronica de varredura (MEV). No
ensaio in vivo, a avaliacdo da toxicidade aguda pelo método Up-and-Down mostrou que Ctn
ndo promove alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e ndo causa dano em 6rgdos dos animais.
Assim sendo, Ctn aparece como um modelo promissor para 0 desenvolvimento de agentes

antichagasicos.

Palavras-chave: Crotalicidina; Vipericidina; Trypanosoma cruzi; Doenca de Chagas;

Peptideo antimicrobiano



ABSTRACT

Cathelicidins are antimicrobial peptides produced by humans and animals in response to
various pathogenic microbes. Crotalicidin (Ctn), a cathelicidin-related vipericidin from the
South American rattlesnake Crotalus durissus terrificus venom gland, and its fragments have
demonstrated antimicrobial and antifungal activity, likewise human cathelicidin LL-37. In
order to provide templates for the development of modern trypanocidal agents, in the present
study we evaluated the antichagasic effect of these four peptides (Ctn, Ctn[1-14], Ctn[15-34]
and LL-37). Herein, Ctn and short derived peptides were tested against epimastigote,
trypomastigote and amastigote forms of T. cruzi Y strain (benznidazole-resistant strain) and
cytotoxicity on mammalian cells were evaluated toward LLC-MK?2 lineage. Ctn inhibited all
T. cruzi developmental forms, including amastigotes, which is implicated in the burden of
infection in the chronic phase of Chagas’ disease. Moreover, Ctn showed a high selective
index to trypomastigote forms (> 200). Ctn induced cell death in T. cruzi through necrosis, as
determined by flow cytometry analyses with specific molecular probes and morphological
alterations, such as loss of membrane integrity and cell shrinkage, as observed by scanning
electron microscopy (SEM). In the in vivo test, an acute toxicity assessment by the Up-and-
Down method showed that Ctn did not promote hematological, biochemical and did not cause
damage to animal organs.Altogether, Ctn appears as a promising template for the

development of antichagasic agents.

Key words: Crotalicidin; Vipericidin; Trypanosoma cruzi; Chagas’ disease; Antimicrobial
peptide.
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1. INTRODUCAO
1.1  Doenca de Chagas

A doengca de Chagas (DC) compbe o grupo das 13 doengas tropicais
negligenciadas (DTNSs), definidas pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) que
possuem como caracteristica comum maior prevaléncia em regides pobres do planeta,
geralmente acompanhadas de clima tropical ou subtropical. Estas doencas acarretam um
impacto social e econdmico sobre as populagdes mais pobres da Africa, Asia e América
Latina causando cerca de 534.000 mortes por ano, além de tornar aproximadamente 57
milhGes de individuos incapacitados (CHATELAIN et al., 2017; CONTEH; ENGELS;
MOLYNEUX, 2010; WHO, 2015).

Em 1909, o pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas tornou-
se Unico na histdria da medicina por descrever a sequencia de eventos e todo o ciclo
bioldgico de uma doenca até entdo desconhecida, a Doenca de Chagas (DC). Chagas
trabalhava no combate a Malaria no interior do estado de Minas Gerais compondo a
equipe de pesquisadores de Osvaldo Cruz (LEWINSOHN, 1979; MONCAYO, 2010).
Informado sobre a grande quantidade de insetos hematdfagos na regido e de sua
proliferacdo em moradias humanas, o0 médico sanitarista decidiu analisar o conteddo do
intestino médio dos insetos e descobriu, acidentalmente, a presenca de um parasita
flagelado. O passo seguinte foi verificar que, ap6s contato com o inseto, criangas
desenvolviam mesmo quadro clinico com a presenca de um protozoario semelhante ao
encontrado no inseto. Em homenagem ao seu tutor, Chagas nomeou o parasito de
Trypanosoma cruzi (LEWINSOHN, 1979; MONCAYO, 2010). Dois anos mais tarde, o
relatério completo de Carlos Chagas ja continha descri¢cdes das caracteristicas clinicas
da doengca no homem, ciclo de vida do Trypanosoma cruzi nos hospedeiros
intermediarios e definitivos, além de dados epidemioldgicos locais (LEWINSOHN,
1979).

Atualmente se sabe que o Trypanosoma cruzi (T. cruzi) também infecta mais de
100 espécies de mamiferos domésticos e selvagens e pode ser transmitido por mais de
150 espécies de triatomineos, insetos popularmente conhecido como “barbeiro”, que sdo

o principal transmissor da infeccdo para os seres humanos. O inseto normalmente reside
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em paredes e telhados de casas mal construidas, em areas rurais e periurbanas em toda a
América Latina (MONCAYO, 2010; WHO, 2015).

O agente etiologico da doenca de Chagas é um parasito da ordem
Kinetoplastida; familia Trypanosomatidae; género Trypanosoma; espécie Trypanosoma
cruzi (DIAS; COURA, 1997). Os tripanosomideos exibem organelas eucaridticas tipicas
como membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico, e complexo de Golgi. No entanto,

algumas estruturas particulares permitem sua identificacao.

Dentre as caracteristicas principais do T. cruzi estdo a presenca de um flagelado
unico e um cinetoplasto volumoso, contendo DNA (k-DNA) localizado na mitocéndria.
A presenga dessa organela auxilia na identificagdo do parasito, uma vez que 0
cinetoplasto excede os limites da membrana parasitéria, tornando-se visivel e constitui
20-25% do total de DNA da célula (DIAS; COURA, 1997; MENNA-BARRETO;
CASTRO, 2014).

O papel desempenhado pelo k-DNA ndo é bem conhecido, ainda que sua
presenca seja essencial a viabilidade dos estagios evolutivos do T.cruzi (DIAS;
COURA, 1997; LIU; ENGLUND, 2007). Na ultima década, pesquisas envolvendo o
metabolismo mitocondrial e a atividade do K-DNA como alvo terapéutico da doenca de
Chagas foram realizadas. A presenca de uma via alternativa de oxidagdo (AOX) foi
recentemente descoberta e representa um alvo promissor, uma vez que constitui uma
defesa antioxidante para os tripanosomideos no processo de infeccdo ao hospedeiro
(MENNA-BARRETO; CASTRO, 2014).

1.2 Ciclo Bioldgico e fisiopatologia da Doenga de Chagas

O ciclo biologico do T. cruzi é heteroxénico - 0 parasito multiplica-se no meio
intracelular do hospedeiro vertebrado mamifero e no meio extracelular do inseto vetor
triatomineo (CLAYTON, 2010; RASSI et al., 2010).

Ao ser ingerido pelo vetor, o T.cruzi passa por uma sequéncia irreversivel de
transformacdes que se iniciam ao longo do tubo digestivo do inseto hematdfago
(CLAYTON, 2010). A posicdo do cinetoplasto e a localizacdo do flagelo identificam

morfologicamente as trés formas evolutivas do T. cruzi (Figura 1).
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Nos epimastigotas (formas de multiplicacdo do parasito no intestino do inseto) o
cinetoplasto e a bolsa flagelar, da qual emerge o flagelo, estdo em posicdo anterior ao
nacleo. No tripomastigota (estagio infectante do parasito) o cinetoplasto situa-se na
parte terminal do flagelo. J& nos amastigotas (estagio evolutivo de multiplicacdo
intracelular no hospedeiro definitivo), o flagelo é imperceptivel e ndo proeminente
(DIAS; COURA, 1997).

Figura 1. Morfologia das formas evolutivas do parasito Trypanosoma cruzi -
epimastigota (A); tripomastigota (B) e amastigota (C).

Fonte: adaptado do site CDC, disponivel em www.dpd.cdc.gov. Acessado em: 07/2017

O inseto vetor se infecta ao se alimentar de sangue em um vertebrado infectado.
A forma tripomastigota obtida a partir do sangue desse vertebrado comeca a sofrer
transformacdes no estdmago do inseto e evolui para a forma epimastigota. Nessa fase, 0
parasito multiplica-se intensamente e povoa quase que a totalidade do intestino médio e
posterior do barbeiro. Parte desses epimastigotas migra para o intestino posterior onde
se diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas, forma infectante para varias
especies de mamiferos (RASSI, et al., 2010; SCHMUNIS; BRENER; ANDRADE,
2000).

O préximo repasto do barbeiro infectado acontece com a liberacdo das fezes do
inseto e, juntamente com elas, a forma tripomastigota metaciclica e uma substancia

irritante que ocasiona prurido na pele do vertebrado. A irritacdo local faz com que os
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tripomastigotas metaciclicos sejam arrastados para o orificio da picada pelo proprio
hospedeiro vertebrado e penetrem na corrente sanguinea (CASTRO et al., 2007;
RASSI, et al., 2010).

Uma vez no interior das células humanas, as formas tripomastigotas metaciclicas
assumem a forma amastigota que se multiplica por divisdo binaria ap6s um periodo
meédio de laténcia que varia entre 20 e 30 horas. As formas amastigotas transformam-se
em tripomastigotas que rompem as células hospedeiras (em intervalos aproximados de
12 horas) e atingem a corrente sanguinea infectando assim novas células. Nesse periodo
pode ocorrer ingestdo de formas tripomastigotas por triatomineos, reiniciando assim, o
ciclo da DC (Figura 2) (RASSI, et al., 2010; SCHMUNIS; BRENER; ANDRADE,
2000).

Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

Ciclo de vida do Trypanossoma cruzi
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Fonte: adaptado do site CDC, disponivel em www.dpd.cdc.gov. Acessado em: 07/2017
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Em aproximadamente 50% dos casos, a infec¢do ocorre através da penetracdo de
entrada dos parasitos a conjuntiva ocular (sinal de Romafia) o que facilita o diagnostico,
devido ao evidente edema das palpebras em um dos olhos que € clinicamente indolor e
associado de linfoadenopatia e hepatoesplenomegalia (figura 3A). O edema pode se
estender por toda a face até causar oclusdo total da fenda palpebral. O facil
reconhecimento do sinal de Romafia tornou-o um excelente fator de diagndstico de fase
aguda da doenca de Chagas. Outra porta de entrada comum do parasito é a pele. A
lesdo cutanea provocada pelo repasto do inseto assume forma endurecida, dolorosa e
avermelhada — o chagoma de inoculacdo (Figura 3B) (KINOSHITA-YANAGA et al.,
2009; SCHMUNIS; BRENER; ANDRADE, 2000).

Figura 3. Manifestacdes clinicas provenientes das principais portas de entrada de
infeccdo por T. cruzi no organismo.

(A)

9 e

Legenda: (A) edema inflamatério unilateral das palpebras originando o sinal de Romafia
e (B) lesdo indolor na pele: chagoma de inoculacgéo.
Fonte: Modificado de KINOSHITA-YANAGA et al, 2009.

A fisiopatologia da doenca de Chagas pode progredir de duas formas: (i) com o
aumento exponencial do nimero de tripomastigotas circulantes e de células parasitadas,
caracterizando a fase aguda da doenca, ou (ii) a partir de um controle gradativo do
sistema imune a proliferagcdo parasitaria, dando origem a fase crénica da doenca que
acomete cerca de um ter¢o dos individuos infectados (BONNEY; ENGMAN, 2001;
COURA et al., 1997; SCHMUNIS; BRENER; ANDRADE, 2000).

Durante a fase aguda da DC, as manifestagdes clinicas s&o raras e desaparecem

espontaneamente ap6s 12 semanas, aproximadamente. O paciente evolui para a fase
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crbnica ou progride para a morte. Em geral, sintomas inespecificos como febre, edema
facial, mal estar acompanhado de linfadenopatia e hepatoesplenomegalia podem ser
relatados. Devido a alta parasitemia durante essa fase, 0 parasito pode ser facilmente
visualizado através do exame de sangue direto. As manifestaces clinicas digestivas
sdo, na maioria das vezes, discretas e, praticamente, imperceptiveis (DIAS; COURA,
1997; RASSI, et al., 2010). Cerca de 5 a 10% das pessoas infectadas evoluem para o
Obito ainda na fase aguda, geralmente criancas que cursam com miocardites ou
mieloencefalites (CHATELAIN, 2017; PEREIRA; NAVARRO, 2013).

Aproximadamente dois meses apds o inicio da fase aguda, apenas uma pequena
quantidade de T.cruzi encontra-se circulante na corrente sanguinea, 0 que caracteriza o
inicio da fase cronica da doenca que pode ser subdividida em indeterminada, cardiaca e
digestiva (RASSI, et al., 2010).

Com a reducédo das formas tripomastigotas do sangue, a forma indeterminada,
inaparente ou assintomatica inicia-se. E a forma clinica de maior prevaléncia, uma vez
que a incidéncia da doenca de Chagas no Brasil vem diminuindo e o manejo clinico dos
pacientes vem melhorando. Apresenta um carater benigno com baixo potencial
evolutivo em curto e médio prazos, devido um equilibrio entre o sistema imunoldgico
do hospedeiro e o potencial de infectividade do parasito revelado laboratorialmente pelo
aumento de anticorpos da classe 1gG (BRASIL, 2016; RASSI, et al., 2010).

Apesar do bom progndstico, em um periodo de 10 a 25 anos pds-contagio, cerca
de 15% a 30% dos infectados indeterminados irdo desenvolver uma fase sintomatica,
com danos aos 6rgdos, representada por complicacfes no sistema cardiovascular e/ou
digestorio — 0 que caracteriza as formas cardiacas e digestivas da doenca de Chagas
(COURA, 2007; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

A forma cardiaca (cardiomiopatia chagéasica crénica - CCC) é a forma clinica
sintomatica mais prevalente da doenca de Chagas, caracterizada inicialmente por trés
sindromes principais: arritmia, insuficiéncia cardiaca e tromboembolismo, acarretando
assim elevada morbimortalidade. Um infiltrado inflamatdério causa morte celular e
fibrose intersticial do tecido cardiaco que levam a disturbios no sistema de condugéao
cardiaca, reducdo da contratilidade e risco aumentado de morte subita. O

ecocardiograma evidencia cardiomegalia, que esta diretamente ligada ao prognostico do



24

paciente. Tendo como referéncia o ECG, € possivel estabelecer o grau de
comprometimento cardiaco e a rotina de avaliacdo do portador de cardiopatia chagasica
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2010; HAMERS et al., 2016; RASSI, et al., 2010).

A forma digestiva acomete principalmente o eséfago e intestino grosso.
Sintomas como disfagia, solucos, salivacdo aumentada e constipacdo provocam
dificuldade na alimentacdo. As complicacgdes digestivas acontecem em decorréncia de
lesGes do sistema nervoso autdnomo ao longo de todo o trato gastrointestinal (sistema
nervoso entérico) com atrofia do plexo mioentérico que leva a perda de coordenacao
motora e favorece o desenvolvimento do megaesdfago e megacdlon (COURA;
BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI et al.,, 2012). Atualmente, cerca de 300.000
individuos no Brasil apresentam a forma digestiva com presenca de megacélon e os
principais sintomas relatados sdo constipacdo e impactacdo fecal, dor abdominal,
voélvulo, obstrucgdes e até perfurac@es intestinais (PEREIRA; NAVARRO, 2013).

A forma clinica que sera desenvolvida, assim como a gravidade da doenca
de Chagas no paciente estardo relacionadas a resposta imune desencadeada, a
diversidade genética do T. cruzi e a constituicdo genética do inseto vetor (HAMERS et
al., 2016; RASSI et al., 2012). As principais causas de mortalidade em pacientes
chagéasicos sdo insuficiéncia cardiaca progressiva (70%) e morte subita (30%)
(CHATELAIN, 2017).

1.3 Epidemiologia da Doencga de Chagas

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima que aproximadamente 7-8
milhGes de pessoas no mundo estdo infectadas pelo T. cruzi, principalmente nas areas
endémicas de 21 paises da América Latina, onde a doenga de Chagas acomete
atualmente 5,7 milhdes de pessoas (WHO, 2013; ANDRADE et al., 2015).

A DC constitui a doenga parasitaria mais importante na América Latina onde
cerca de 14 mil pacientes chegam ao 6bito por ano (indice superior ao da malaria)
agravando os impactos sociais e econdmicos nessa regido (WHO, 2013). Paises como
Argentina, Brasil e México sdo mais endémicos com cerca de 13% da populagéo

vivendo sob risco de contrair a doenga e maior nimero estimado de pessoas infectadas
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por habitantes. No Brasil, dados apontam que 1.156.821 pessoas estejam infectadas pelo
T. Cruzi (WHO, 2015).

O impacto econémico mundial gerado pela doenca de Chagas chega a US$ 7,19
bilhdes por ano (MORILLA; ROMERO, 2015). Somente no Brasil, US$ 1,3 bilhdes sdo

gastos anualmente com pacientes em fase crénica da DC (WHO, 2016).

O perfil epidemiolégico da doenca de Chagas no Brasil, porém, vem se
modificando como resultado de transformagdes socioculturais. A transmissao vetorial,
que era principal causa das infeccdes pelo T. cruzi na década de 70 sofreu uma reducéo
expressiva (46 casos) quando comparada a transmissdo congénita (571 casos) (WHO,
2015). Essa inversdo de transmissdo deve-se as agOes de controle quimico que foram
realizadas como politicas de salude publica a partir de 1975 através da extinta
Superintendéncia de Campanhas de Salude Publica (Sucam), reduzindo assim o numero
de insetos vetores do parasita (RAMOS; ALBERTO; CARVALHO 2001).

Entre os anos de 2000 e 2009, foram registrados 945 casos de doenca de Chagas
aguda com maior frequéncia na regido da Amazoénia Legal e alguns registros em estados
como Bahia, Ceara, Piaui, Santa Catarina e Sdo Paulo. A taxa de letalidade no periodo
foi de 2% e a transmissdo vetorial correspondeu somente a 16 casos (2%) com

prevaléncia de pacientes do sexo masculino (52%) (BRASIL, 2010).

As metas da OMS para o controle e eliminacdo da doenca de Chagas baseiam-se
em dois pilares: a interrupcdo da transmissdo e a prestacdo de cuidados a pacientes em
fase cronica. Dentre os esforcos para combater a doenca estdo: (i) a interrupcdo da
transmissdo vetorial intradomiciliar (principalmente na América Latina) e (ii)
interrupcdo da transmissdo entre dois pacientes (por via congénita, através de

transfusdes de sangue e transplantes de 6rgdos) (WHO, 2013).

Uma revisdo publicada recentemente avalia as mudancas no perfil clinico,
terapéutico e nos padrbes de transmissdo da doenca de Chagas no Brasil nos altimos
anos. Os autores apontam para um éxito no controle a doenca demonstrando que a
prevaléncia de infeccdo por Trypanosoma cruzi que era estimada em mais de 5% entre
criangas de areas endémicas durante a década de 1960, diminuiu para menos de 2% nos

anos 1990 e na década passada chegou a 0,1%. Essa nova realidade, reafirma também a
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DC como uma condi¢do cronica para a qual novos ensaios clinicos visando mais

seguranca e eficacia terapéutica sdo de fundamental importancia (DIAS et al.,2016).

Figura 4. Distribuigéo dos casos de doenca de Chagas no mundo

B Endémico e 4
Nio endémico, mas presente

Fonte: WHO, 2015.

1.4 Tratamento da DC

A doenca de Chagas representa um problema de satde publica com altos indices
de morbidade e mortalidade nas populacGes afetadas e, embora as consequéncias da DC
causem grande impacto econdmico mundial, ainda ndo existe um tratamento eficaz na
fase cronica (CHATELAIN, 2017).

Desde o inicio da década de 70, dois medicamentos antichagasicos tém sido
amplamente utilizados: o Nifurtimox e o Benzonidazol (BZ). Estes farmacos, além de
serem pouco especificos, apresentam alta toxicidade e efeitos colaterais que diminuem a
adesdo ao tratamento como: perda de peso, vomitos, febre, dores musculares e nas
articulacGes, entre outros (COURA; CASTRO, 2002, MAYA et al., 2007). Vale



27

ressaltar ainda a necessidade de emprego destas medicacdes em esquemas posoldgicos

prolongados, durante pelo menos 60 dias (COURA et al, 1997).

O Nifurtimox (produzido em 1967) teve sua comercializacdo proibida em
diversos paises, incluindo o Brasil, devido sua toxicidade (CANCADO, 2002). Sendo
assim, o Benzonidazol (adotado a partir de 1972) € o Unico tratamento preconizado pelo
Ministério da Salde; para tratamento da DC (MORILLA; ROMERO, 2015).

Em 2003 a Roche®, até entdo fabricante do medicamento, iniciou processo de
transferéncia de tecnologia do BZ para o governo brasileiro. O Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) ficou responsavel pela sua
producdo e em 2012 os pesquisadores desenvolveram uma formulacdo pediatrica do

medicamento.

Acredita-se que o0 mecanismo de acdo do benzonidazol envolve a ligacao de seus
intermediarios a varios componentes celulares como DNA, proteinas e lipideos do T.
cruzi, causando stresse oxidativo e provocando assim a inibi¢cdo do crescimento dos
parasitos (BOVERIS et al., 1980; WILKINSON et al., 2008). A modificacdo covalente
de macromoléculas do parasito através de espécies reativas geradas durante o
metabolismo nitroredutor do BZ parece ser determinante, uma vez que a sensibilidade
dos parasitos as EROs é vital. Aparentemente, o T. cruzi possui niveis reduzidos de
enzimas antioxidantes como a glutationa reduzida e, portanto, capacidade limitada de
detoxificar EROs, produzidos ap6s contato com o BZ (BOVERIS et al., 1980; RAJAO
etal., 2014)

A interacdo dessas espécies reativas com DNA, proteinas, lipidios e outros
componentes celulares promovem seus efeitos quimioterapicos ndo s6 contra o T. cruzi,
mas também sdo responsaveis pelos efeitos adversos do tratamento no homem
(CASTRO et al., 2006; PEDROSA et al. 2001).

Além das reacdes adversas, o tratamento é eficaz apenas no inicio da fase aguda
da infeccdo (MORILLA; ROMERO, 2015). Uma vez que a doencga tenha progredido até
as formas indeterminada ou cronica, nenhum medicamento apresenta efetividade
satisfatoria. O indice de cura entre casos agudos e recentes é de 80%, enquanto para
pacientes chagasicos crénicos esse percentual é inferior a 20% (COURA; BORGES-
PEREIRA, 2012; SESTI-COSTA et al., 2014). Em pacientes com cardiopatia chagasica,
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66% dos individuos apresentam o parasito ainda no sangue, demonstrando a baixa
eficacia do medicamento mesmo apds 5 anos de terapia (HAMERS et al., 2016). O
tratamento é ainda contra indicado durante a gravidez e em pacientes com insuficiéncia
renal ou hepatica (HASSLOCHER-MORENO et al., 2012; RASSI; MARIN-NETO,
2010).

Existem cepas naturalmente resistentes ao benzonidazol e mesmo ap6s 40 anos
de pesquisa, 0s mecanismos de resisténcia ainda permanecem discutiveis. Um estudo
defende a nitroredutase de tipo | (NTR) dependente de NADH como principal fator para
explicar os baixos indices de cura detectados em pacientes chagéasicos tratados. Tanto o
BZ como o nifurtimox seriam ativados por essa enzima mitocondrial. A regulacéo
negativa explicaria como a resisténcia pode surgir. A perda de uma Unica clpia deste
gene em T. cruzi, seja através da selecdo de medicamentos in vitro ou por mutagédo
aleatdria, seria suficiente para causar resisténcia as drogas nitroheterociclicas
(WILKINSON et al., 2008).

Tais razdes justificam a urgéncia na busca por novos alvos terapéuticos para a
DC com maior eficacia, seletividade e menores complicac6es clinicas (CHATELAIN,
2017; WHO, 2016).

Os produtos naturais e seus derivados tém sido tradicionalmente a fonte mais
comum na obtencdo de farmacos (KIRKPATRICK, 2002). Pesquisas com substancias
de origem animal tém atraido consideravel interesse como potencial fonte de futuros
agentes terapéuticos, uma vez que possuem estruturas com grande diversidade quimica,
especificidade bioquimica, e outras propriedades moleculares que os tornam favoraveis
como substancias que conduzem a descoberta de novos farmacos (ALTMANN, 2001,
COSS, 2006).

Venenos provenientes de serpentes demonstraram atividade antiparasitaria
(TORRES et al., 2010; TEMPONE et al., 2001; MENEZES et al., 2012). O veneno de
Bothrops lutzi e Bothrops leucurus mostraram efeito sobre formas promastigota de L.
amazonensis e L. chagasi e sobre formas epimastigotas de T. cruzi (TORRES et al.,
2010; MENEZES et al., 2012). O veneno de B. jararaca, também inibiu o crescimento
de T. cruzi (GONCALVES et al., 2002).
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1.5 Peptideos Antimicrobianos como fonte de novos farmacos tripanocidas

Os Peptideos Antimicrobianos (PAM) sdo um grupo heterogéneo de proteinas
de natureza pequena, cationica e anfipatica, em sua maioria. Os PAMs provavelmente
representam um dos primeiros mecanismos evolutivos que conferem defesa
antimicrobiana, antiprotozoéria e antifingica, além de propriedades imunomoduladoras
e estdo presentes em diversos tipos de plantas e animais incluindo o homem
(REINHOLZ; RUZICKA; SCHAUBER, 2012; MAJEWSKI; MARCINKIEWICZ,
2016). Os PAMs sdo peptideos pequenos que contem menos de 50 aminoacidos,

catidnicos, anfipaticos e resistentes a acdo de outras drogas (KANG et al., 2014).

A producdo desses peptideos em diversas espécies de animais ou vegetais pode
ser fisiolégica ou induzida a partir de algum estimulo inflamatério infeccioso com
finalidade de protecdo. Os PAMs conseguem desempenhar sua a¢do antimicrobiana de
amplo espectro devido sua facilidade de interagir com membranas celulares de diversos
microrganismos (KANG et al., 2014).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos surge como um problema mundial e
justifica a emergéncia de PAMs com interesse clinico. Essa via de resisténcia pode
acontecer através de diversas rotas: (i) inibicdo da interacdo farmaco-alvo; (ii)
modificacdo do local de ligacdo ao farmaco em proteinas alvo (iii) desenvolvimento de
bombas de efluxo pelas células alvo; (iv) mutacBes genéticas; etc. A maioria dos PAMs,
entretanto, devido sua natureza anfipatica, atuam diretamente na membrana do patégeno
evitando os mecanismos de evasdo microbiana e tornando essa resisténcia mais dificil
(KANG et al., 2014).

As propriedades catidnicas dos peptideos propiciam uma interagdo seletiva com
as superficies carregadas negativamente das membranas microbianas. Entdo, suas
porcOes hidrofobicas sdo responsaveis pela interagdo com componentes hidrofobicos da
membrana. A partir dessa interacdo, ocorrem rearranjos estruturais que resultam na
translocacdo do peptideo através da membrana e na interacdo com alvos intracelulares
Ou no mecanismo mais comum, um efeito membranolitico. Esse mecanismo de acédo téo
caracteristico permite que os PAMs evitem as vias de resisténcia comuns observadas
para antibidticos que ja estdo disponiveis no mercado (Figura 5) (SEO et al., 2012;
TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012).
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Figura 5 — Modelos de mecanismos de ag¢do antimicrobianos membranoliticos
de PAMs.
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Legenda: No modelo "agregado”, os peptideos penetram a membrana como um agregado
semelhantes a micelas, porém sem adotar nenhuma orientagdo especifica (A). O modelo de
"poro” (B) propde que os PAMs se inserem perpendiculares na bicamada com as regides
hidrofilicas associadas a células fosfolipidicas enquanto as regides hidrofobicas se associam ao
nucleo lipidico. No modelo "Cilindro" (C), os peptideos penetram na bicamada em formato de
”barril", com as regides hidrofilicas voltados para o limen do poro ¢ as regides hidrofobicas em
contato com a bicamada lipidica. O modelo de "tapete" propde que os PAMs se agreguem
paralelamente & bicamada lipidica, semelhante a um "tapete” (D). A partir de uma concentracao
minima, esses PAMs desenvolvem uma atividade membranolitica semelhante ao detergente,
ccom formacao de micelas e poros da membrana.

Fonte: Adaptado de JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006.
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Apesar dos modelos citados acima serem 0s mais relacionados a atividades

antimicrobianas, os PAMs também podem interagir com alvos intracelulares (figura 6).

Figura 6 — Modelos de mecanismos de acdo antimicrobianos de PAMSs que

agem intracelular.
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Legenda: PAMs podem agir de forma a inibir a sintese de RNAm (I); bloqueando a sintese
proteica de micro-organismos (l1); dificultando o enovelamento conformacional das proteinas
(11); ligando-se irreversivelmente a enzimas (1V) ou ainda na formagéo da parede celular que é
imprescindivel ao micro-organismo.

Fonte: MELO, 2014 apoud JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006.

Estudos demonstraram que PAMs funcionam também como moléculas efetoras
do sistema imune sendo capazes de potencializar a fagocitose, estimular a liberacéo de
prostaglandina, promover a neutralizacdo de antigenos e induzir a quimiotaxia de varias
células imunes em focos inflamatorios — sdo os “host defense-peptideos” (ELSBACH,
2003; JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006).

Os PAMs sdo classificados de acordo com sua estrutura: a-helicoidais; em folha

B; estendidos e em loop. Os peptideos a-helicoidais compde a classe mais bem descrita
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dos PAMs. Suas relacgdes estrutura-atividade estdo, em sua maioria, bem definidas e eles
penetram nas membranas bacterianas seguindo os modelos de poro, barril ou tapete. Os
PAMs em folha B, como as B-defensinas e protegrina possuem estruturas rigidas devido
suas pontes dissulfureto. A maioria desses PAMs também exerce sua atividade
antimicrobiana por inser¢do na membrana bacteriana pelo modelo de agregado ou poro.
Os PAMs em estrutura estendida sdo predominantemente ricos em aminoacidos
especificos, como prolina, triptofano, arginina e histidina. Muitos PAMs dessa
conformacédo ndo apresentam mecanismo antimicrobiano intracelular. Os peptideos em
loop apresentam uma ponte dissulfureto, sdéo menos comuns e possuem a bactenecina
como principal representante da classe com estudos clinicos avancados (SEO et al.,
2012).

A composi¢cdo das membranas de micro-organismos procariéticos torna-os mais
sensiveis a acdo dos PAMs. Uma maior densidade de carga negativas contribui para
interacdo eletrostéatica entre os peptideos e a superficie celular (SEO et al., 2012).
Porém, PAMs e seus derivados sintéticos também vém demonstrando efeitos contra
células eucarioticas e atividade antiparasitarios contra T. cruzi e Leishmania spp
(MCGWIRE; KULKARNI, 2010; MELLO et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2012).

O mecanismo de acdo desses peptideos gera interesse cientifico devido a sua
baixa propenséo para o desenvolvimento de resisténcia por parte de micro-organismos.
Na Gltima década, o crescente surgimento de agentes patogénicos multirresistentes criou
uma necessidade urgente de alternativas adequadas aos antibidticos atuais e nesse
contexto varios PAMs provenientes de diferentes espécies vém sendo estudados com
possibilidades terapéuticas promissoras diante do aumento da resisténcia dos
microrganismos aos antibidticos (KANG et al., 2014; SANI; SEPAROVIC; 2016).

Estudos sobre catelicidinas de outras espécies animais tém sido realizados. Um
estudo publicado recentemente descreve o primeiro PAM isolado de serpentes marinhas
com potencial antimicrobiano e anti-inflamatorio. Os pesquisadores caracterizaram uma
familia de catelicidinas a partir da serpente marinha Hydrophis cyanocinctus. Dentre 0s
achados, a catelicidina Hc-CATH mostrou eficacia antibacteriana e antifungica além de
diminuida citotoxicidade em células de mamiferos, o que, segundo os autores, faz da
proteina um promissor alvo para desenvolvimento de novos antibioticos(WEI et al.,
2015).
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1.5.1 Peptideos Antimicrobianos em humanos

Em seres humanos, os PAMs séo divididos em trés grandes grupos de acordo
com sua natureza estrutural: as defensinas, as histatinas e a catelicidina. As defensinas
sdo peptideos catidnicos ndo glicosilados com estrutura de folha 3 em cadeia tripla. Nos
seres humanos, podem ser encontradas duas classes de defensinas: a-defensinas e [-
defensinas. O grupo das histatinas compreende peptideos pequenos, catibnicos que
estdo presentes na saliva humana. O terceiro grupo compreende apenas um peptideo - a
catelicidina LL-37 (DE SMET; CONTRERAS, 2005; REINHOLZ; RUZICKA;
SCHAUBER, 2012). A sintese desses peptideos pode ser fisioldgica ou induzida por
citocinas pré-inflamatorias como TNF-alfa. (HARDER, et al., 2010).

A LL-37, Unica catelicidina humana identificada, é derivada proteoliticamente
da extremidade C-terminal da proteina hCAP18. Apresenta uma variedade de funcdes
imunomoduladoras, bactericida, quimiotatica, indutora de neovascularizacdo, secretora
de quimiocinas, entre outras e é expressa por diferentes tipos de células, como
queratindcitos, neutréfilos e mastocitos (MAJEWSKI; MARCINKIEWICZ, 2016; LEE,
etal., 2017).

Entre os PAMs oriundos de animais, as catelicidinas sdo as mais amplamente
distribuidas e abrangem desde espécies de peixes primitivos até humanos, todas com
amplo espectro de atividade antimicrobiana (FALCAO et al., 2015). Embora sejam
bastante heterogéneas em suas estruturas, as catelicidinas de diferentes espécies sao
caracterizadas por um dominio N-terminal altamente conservado de cerca de 100
residuos de aminoacidos. Este dominio “cathelin” de 14kD ¢é flanqueado por um
dominio de peptideo sinal (aproximadamente 30 residuos de comprimento) no seu
terminal N e por uma regido peptidica antimicrobiana no seu terminal C (JENSSEN;
HAMILL; HANCOCK, 2006; DURR; SUDHEENDRA, 2006).

1.5.2. Catelicidinas vipericidinas

Recentemente, um grupo de vipericidinas (catelicidinas isoladas de serpentes)
foi descoberto e caracterizado a partir do veneno de vérias espécies de serpentes da

América do Sul - Bothrops atrox, Bothrops lutzi, Crotalus durissus terrificus e Lachesis
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muta rhombeata - e uma espécie de elapideo - Pseudonaja textilis (figura 7) (RADIS-
BAPTISTA, 2015).

Estas catelicidinas ja demonstraram boa atividade antibacteriana contra bactérias
Gram positivas e Gram negativas, baixo potencial hemolitico, efeito antifingico contra
Candida albicans e potencial tripanocida na doenca de Chagas (CAVALCANTE et al.,
2016; FALCAO et al., 2014; MELLO et al., 2017).



Figura 7.

Analise filogenética de catelicidinas de vertebrados.
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Fonte: Adaptado de Wei et al., 2015.
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Dentre os peptideos reportados, a Crotalicidina (Ctn), vipericidina isolada de

Crotalus durissus terrificus demonstrou efeito antibacteriano (FALCAO et al., 2014),
antifungico (CAVALCANTE et al.,, 2016) e antiproliferativo contra varias linhas

celulares cancerigenas (FALCAO et al., 2015) e, por isso, foi objetivo de estudo no

presente trabalho.

Em estudo posterior, Ctn foi fragmentado através de disseccdo in silico em dois

peptideos: Ctn[1-14] contendo os primeiros 14 aminoacidos e Ctn[15-34] contendo os

demais aminoécidos (FALCAO et al., 2015) (figura 8). A dissec¢do estrutura-guiada é
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uma abordagem interessante para definir as regides minimamente ativas de peptideos
bioativos. Em geral, estes componentes antimicrobianos de veneno sdo moléculas
anfipaticas compostas principalmente por residuos carregados positivamente
(hidrofilicos) e hidrofébicos, que podem interagir e romper as membranas celulares do
parasita (MCGWIRE, KULKARNI, 2010; TEIXEIRA et al., 2012).

Figura 8. Estrutura de Ctn e fragmentos ap0s dissecc¢ao in silico

TENY.

i~

Ctn [1-14] Ctn [15-34]

Segmento N-terminal

Fonte: Adaptada de Falcdo et al., 2015.

Embora os agentes patogénicos das plantas ja tenham desenvolvido resisténcia
aos PAM vegetais, os peptideos de origem animal podem inibir os microrganismos mais
rapidamente e com maior eficiéncia e por isso vém sendo alvo de pesquisas (LEE, et al.
2017).

A partir desses indicios e cientes da necessidade de novas drogas com potencial
antichagasico, o presente trabalho tem a proposta de investigar o potencial terapéutico
na DC de uma catelicidina isolada a partir da serpente Crotalus durissus terrificus — a
crotalicidina (Ctn) e seus fragmentos menores (Ctn[1-14] e Ctn[15-34]), comparando-os
com a catelicidina humana LL-37.



JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

A DC faz parte do grupo de doencas negligenciadas e acarreta impactos sociais e
econémicos as populagbes mais pobres do mundo, onde a doenca é endémica. Os altos
indices de morbidade e mortalidade nas populacGes afetadas tornam a DC um agravo
consideravel, principalmente nas formas cronicas da doenca (RASSI; MARIN-NETO,
2010; WHO, 2015).

O Benzonidazol é o unico tratamento preconizado pelo Ministério da Saude;
para tratamento da DC e esta em uso desde 1972. O farmaco além de desenvolver
reacOes adversas graves, apresenta eficacia terapéutica que se restringe a fase aguda da
doengca (MORILLA; ROMERO, 2015). Pacientes que evoluem para a fase crbnica e
desenvolvem as principais complicacfes chagasicas - cardiopatia chagasica e mega

colon — apresentam indice de cura extremamente reduzido (HAMERS et al., 2016).

Surge dai, a necessidade e o incentivo as novas alternativas terapéuticas
para tratamento da DC que apresentem maior seletividade e melhores resultados na
fase cronica da doenca. Os produtos naturais e seus derivados séo, tradicionalmente, a
fonte mais comum na obtencdo de drogas (KIRKPATRICK, 2002). Pesquisas com
substancias de origem animal tém atraido consideravel interesse como potencial fonte
de futuros agentes terapéuticos, uma vez que possuem estruturas com grande
diversidade quimica, especificidade bioquimica, e outras propriedades moleculares
que os tornam favoraveis como substancias que conduzem a descoberta de novos
farmacos (ALTMANN, 2001; CLARDY; WALSH, 2004).

Os peptideos antimicrobianos (PAMS) estdo presentes em diversos seres
vivos e provavelmente representam um dos primeiros mecanismos evolutivos que
confere defesa antimicrobiana, antiprotozoaria e antifingica (MAJEWSKI,
MARCINKIEWICZ, 2016). Recentemente, crotalicidina, um PAM isolado da
serpente  Crotalus durissus terrificus, demonstrou atividade antibacteriana,
antifangica e antitumoral e motivou o presente estudo na busca de atividade anti
Trypanossoma cruzi relacionada ao peptideo (CAVALCANTE et al., 2016; FALCAO
etal., 2014; RADIS-BAPTISTA, 2016).



OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito anti T. cruzi da catelicidina isolada de Crotalus durissus
terrificus (Ctn) e seus fragmentos curtos (Ctn [1-14] e Ctn [15-34]), comparando com a

catelicidina humana LL-37, em culturas de cepa Y de Trypanosoma cruzi.
3.2 Objetivos Especificos

e Analisar a toxicidade de Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34] sobre células hospedeiras
de mamiferos LLC-MK2 e determinar o indice de seletividade parasitario
comparando com BZ.

e Auvaliar o potencial antiparasitario de Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34] sobre formas

epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de Trypanosoma cruzi.

e Investigar a atividade antichagasica do PAM humano LL-37 em todas as formas

evolutivas de Trypanosoma cruzi.

e Investigar 0 mecanismo de morte celular induzido por Ctn em T. cruzi

comparando com BZ.

e Avaliar a producdo de EROs citoplasmatico e o potencial transmembranico

mitocondrial induzido por Ctn em T. cruzi comparando com BZ.

e Analisar as alteracbes morfoldgicas ultraestruturais induzidas por Ctn atraves de

microscopia eletrdnica de varredura.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Substancias de estudo

Os peptideos Crotalicidina (Ctn), Ctn [1-14] e Ctn [15-34] foram obtidas como
descrito por Falcdo et al. (2014, 2015). A catelicidina humana LL-37 foi sintetizada de
acordo com Sorensen et al. (2001). As sequéncias de aminoacidos foram analisadas com
os softwares "Peptide property calculator" (http://www.pepcalc.com) e "Heliquest"”
(http://heliquest.ipmc.cnrs.fr) (Tabela 1). Benzonidazol (Bz) (Ci2H12N4O3, PM =
260,249 g/mol), utilizado como controle positivo, foi obtido do LAFEPE. As solucbes
de reserva das substancias foram preparadas a 1000mM (1M) com PBS e mantidas a

4°C até serem utilizadas dentro de seis semanas.
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Tabela 1 — Estrutura primaria, carga, hidrofobicidade e massa molecular de Ctn, Ctn [1-
14], Ctn [15-34] e LL-37.

Peptideo Sequencia de aminoacidos Carga® Hidrofobicidade® Peso
Molecular®

Ctn KRFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPM  +16 0.263 4151.41
VIGVTIPF

Ctn[1-14] KRFKKFFKKVKKSV +9 -0.012 1797.30

Ctn[15-34] KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF +8 0.455 2371.10

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDF  +6 0.201 4493.26
LRNLVPRTES

Legenda:

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

4.2 Estudos in vitro do efeito antichagasico dos PAMSs
4.2.1 Avaliacéo da toxicidade in vitro de Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34]

A atividade citotoxica de Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34] sobre células de
mamiferos foi realizada em células LLC-MK2 (células epiteliais renais de macaco),

obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro.

As células foram cultivadas em placas estéreis de 96 pogos na concentracdo de
10° céls/mL em meio DMEM a 10% de SBF a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 por
24 horas para permitir a fixacdo das células que, posteriormente, foram tratadas com
diferentes concentracGes dos peptideos. Para determinar a viabilidade celular, realizou-
se a técnica com MTT (MOSMANN, 1983), que verifica a capacidade oxirredutiva das
células. Apo6s o plagueamento, as células foram deixadas para aderir a placa e, em
sequida, foram tratadas com diferentes concentracdes de Ctn, Ctn [1-14], Ctn [15-34]
(1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100uM) e incubadas a 37 ° C durante 24 h. O MTT (5
mg/ml em PBS) foi adicionado a cada pogo e as placas foram deixadas em repouso por
4 h a 37°C. Finalmente, o precipitado de formazan foi dissolvido em 10% de dodecil
sulfato de sédio (SDS) em 0,01 N de HCI. Apds 17 h, leu-se a absorbancia a 570 nm

num leitor de microplacas (Biochrom® ASYS perito Plus). A viabilidade celular foi


http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/
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calculada em compara¢do com um grupo controle de células ndo tratadas. A ECsg
(concentracdo de peptideos capazes de inibir 50% do crescimento celular) foi
determinada por regressdo ndo linear. A toxicidade das drogas sobre as linhagens
celulares serviu como base para definir as concentracdes de trabalho dos ensaios in vitro

e para estimar o indice de seletividade dos peptideos.

4.2.2 Atividade tripanocida in vitro dos peptideos em formas epimastigotas de T. cruzi

As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT,
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), penicilina (100UI/mL) e
estreptomicina (100ug/L) e mantidas em incubadora BOD a 28 °C. Para avaliacdo da
atividade tripanocida dos peptideos, foram utilizados parasitas provenientes da fase

exponencial da cultura inicial.

Formas epimastigotas na concentracio de 10°parasitas/mL foram plaqueadas e
incubadas em placas de 96 pocos com diferentes concentracdes de tratamento de Ctn,
Ctn [1-14], Ctn [15-34], LL-37 ou BZ. Os intervalos de concentragédo finais para os
peptideos foram de 1,56-100uM e para o Bz 6-192uM. A viabilidade relativa foi
determinada com parasitas tratados apenas com PBS estéril em meio como controle
negativos (viabilidade a 100%) e os ensaios foram realizadas em triplicata. Ap6s os
tempos de 24, 48 e 72 horas, aliquotas dos pogos eram retiradas para realizacdo da
contagem de células viaveis em camara de Neubauer (ABE, 2002; GONCALVES et al.,
2002). O percentual de viabilidade celular foi obtido calculando a concentracdo capaz

de inibir metade do crescimento celular (ECs).

4.2.3 Atividade tripanocida in vitro dos peptideos em formas tripomastigotas de T.

cruzi

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir de cultura de células epiteliais
de rim de macaco (LLC-MK?2) infectadas e cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s médium) enriquecido com 2% de Soro Bovino Fetal (SBF). Depois de
centrifugadas e ressuspendidas na concentracdo de 10%él/mL, os parasitos foram

incubados em placas de 96 pocos e tratados com diferentes concentragdes de Ctn, Ctn
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[1-14], Ctn [15-34], LL-37 e BZ. Neste ensaio utilizamos como controle negativo PBS
estéril (pH 7.4) (ABE, 2002; GONCALVES et al., 2002).

A viabilidade foi determinada ap6s 24h de incubagdo em ambiente com 5% CO,
e temperatura de 37°C utilizando-se a cdmara de Neubauer para contagem de parasitos
viaveis e posterior calculo da ECs. Os ensaios foram realizados em triplicata, em trés

experimentos independentes.
4.2.4 Atividade tripanocida in vitro dos peptideos em formas amastigotas de T. cruzi

A partir dos resultados obtidos e por se tratar do peptideo mais promissor, 0s

ensaios a seguir foram continuados somente com Ctn.

Para avaliar o efeito de Ctn sobre forma amastigota, células LLC-MK; foram
plaqueadas em laminulas circulares estéreis em uma concentracio de 5,0 x 10°ml e
cultivados em placas com 24 pogos contendo meio DMEM e suplementacdo de SBF
10% em ambiente de 37°C e 5% de CO,. Ap0s 24h, as culturas com células ja fixadas
foram infectadas com as formas tripomastigotas infectantes de T. cruzi na proporcao de
20:1 e mantidas sob mesmas condi¢cbes em meio DMEM com suplementacgéo de 2% de
SBF.

Para que houvesse internalizacdo dos parasitas e transformacdo em formas
amastigotas intracelulares, aguardou-se um tempo de 48h. O sobrenadante foi
desprezado e as culturas foram entdo tratadas com diferentes concentracdes de Ctn por
periodos de 24 e 48h. Um grupo tratado com PBS estéril foi utilizado como controle. As
concentragOes de tratamento da crotalicidina (0,22 e 0,44 uM) foram selecionadas a
partir dos ensaios de citotoxidade em tripomastigotas e correspondem a ECsy e 2XECs
do peptideo nas formas infectantes.

Em seguida, as laminulas foram lavadas fixadas em solucdo de Bouin e coradas
com Giemsa para seguinte montagem em laminas. Para determinar o percentual de
inibicdo das formas amastigotas e a quantidade de células infectadas realizou-se
contagem em microscopio oOptico em total de 300 células por laminula em trés
experimentos independentes. A atividade anti-amastigota foi expressa como: %AA =[1-

(n° amastigota/100céls) tratadas/ (n° amastigota/100 céls) controle] x 100 e o indice de
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sobrevivéncia foi determinado multiplicando a percentagem de células infectadas pelo

namero médio de parasitas por célula infectada (PEREZ et al., 2014).

4.2.5 Avaliacdo do mecanismo de morte celular induzido por Ctn em cepas Y de T. cruzi

A fim de inferir o mecanismo de morte induzido pela crotalicidina em T. cruzi, foram
realizados os seguintes ensaios através de citometria de fluxo. Devido a semelhanca entre as
formas amastigotas e epimastigotas quanto ao cinetoplastos e a facilidade de manutencéo em
culturas, formas epimastigotas tornam-se mais viavel para investigar a via de morte celular
(GIRARD et al., 2016; SOUZA, 2002).

4.2.5.1 Potencial necrotico e/ou apoptotico de Ctn em formas epimastigotas de T. cruzi

A avaliagdo do mecanismo de morte celular induzida por Ctn foi realizada

através da marcacdo de células utilizando os fluorocromos 7-AAD e a Anexina V.

Anexina V é uma proteina que se liga a fosfolipidios e possui alta afinidade por
fosfatidilserina (PS) na presenca ions de célcio. A exposicdo da PS na superficie acontece
como sinal de reconhecimento para os macréfagos que expressam receptores para a proteina,
promovendo assim a eliminacdo das células apoptéticas. Mudancas nesta assimetria da
membrana, que é analisada através da medicdo da aderéncia de Anexina V a PS podem ser
detectadas por citometria de fluxo. O 7-AAD, por sua vez, se intercala ao DNA, porém ndo é
capaz de penetrar em células com membrana integra. Dessa forma, células com alta
marcacdo para 7-AAD sdo consideradas células necréticas, por perda de integridade de
membrana (ATALE et al., 2014).

Para avaliar o mecanismo de morte exercido pela crotalicidina, as formas
epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em placas de 24 pocos na concentragdo
10°cels/mL e tratadas com a ECso de 24h da substancia (4,47uM) durante 24h. Em
seguida, as células foram lavadas e ressuspensas em 100uL de PBS e por duas vezes
com tampao de liga¢do. Ao final das lavagens, as células foram ressuspensas em 100uL
de tampao de ligagdo, 5 uL de Ax e 5 uL de 7-AAD, de acordo com as especificagdes
do fabricante (BD Biosciences). Ap6s 15 minutos de incubagédo no escuro, adicionou-se
400 pL de tampao de ligacdo e as células foram analisadas em citometro de fluxo

FACSCalibur pelo detector FL2 (comprimento de fluorescéncia entre 563 e 606 nm).
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Células néo tratadas foram utilizadas como controle negativo. Para cada amostra foram

considerados no minimo dez mil eventos.
4.2.5.2 Determinagéo do potencial transmembranico mitocondrial

Para verificar se Ctn era capaz de alterar o potencial transmembranico
mitocondrial (A¥m) exercido pela crotalicidina, as formas epimastigotas de T. cruzi
foram cultivadas em em placas de 24 pocos na concentracdo 10°cels/mL e tratadas com
a ECsy de 24h da substancia (4,47uM) durante 24h. Em seguida, as células foram
ressuspensas em 100ul de PBS e adicionado 5uL de solucdo de Rhol123 (10pg/mL).
Apds 30 minutos de incubacdo no escuro, as células foram lavadas e ressuspensas em
PBS duas vezes. Ao final, as celulas foram analisadas em citdmetro de fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences) pelo detector FL2. Células ndo tratadas foram
utilizadas como controle negativo. Para cada amostra foram considerados no minimo

dez mil eventos.

A Rh123 é um corante catibnico que se acumula em mitocondrias intactas,
emitindo fluorescéncia vermelha. Alteracbes no potencial transmembranico
mitocondrial causam reducdo de ions H+ no espaco intermembréanico, o que reduz o
acumulo do marcador. Assim sendo, alteragdes no A¥m podem ser medidos através da

diminuicdo da fluorescéncia em mitocondrias lesadas (BARACCA et al., 2003).
4.2.5.3Avaliacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para avaliar o envolvimento do estresse oxidativo no efeito da crotalicidina, as
formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em placas de 24 pogos na
concentracdo 10°cels/mL e tratadas com a ECsy de 24h da substancia (4,47uM) durante
24h. Em seguida, as células foram centrifugadas e ressuspensas em 500 uL. de PBS por
2 vezes. Apods ressuspensdo, foi adicionado 10 pL de uma solucio de DCFH-DA
(20uM) por 30 minutos no escuro. Ao final, as células foram analisadas em citometro de
fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) pelo detector FL1 (comprimento de fluorescéncia
entre 515 a 545 nm). Células ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo. Para

cada amostra foram considerados no minimo dez mil eventos.
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Na presenca de EROs, o DCF apresenta um alto rendimento quantico de
fluorescéncia. Dessa forma, a fluorescéncia observada aumenta proporcionalmente a

medida que aumenta a producdo de EROs pelas mitocondrias.
4.2.5.4 Avaliacéo de inducéo de autofagia

Para avaliar se a crotalicidina induz autofagia, as formas epimastigotas de T.
cruzi foram cultivadas em placas de 24 pocos na concentragdo 10°cels/mL e tratadas
com a ECsy de 24h da substancia (4,47uM) durante 24h. Em seguida, as células foram
lavadas e ressuspensas em 100pL e SuL de solucdo de laranja de acridina (Spg/mL).
Apdbs 15 minutos de incubacdo no escuro, as células foram lavadas e analisadas em
citbmetro de fluxo FACSCalibur pelo detector FL3. Células ndo tratadas foram
utilizadas como controle negativo. Para cada amostra foram considerados no minimo

dez mil eventos.

A laranja de acridina permite a visualizacdo de organelas vesiculares acidas,
uma vez que é um marcador acidotropico. Ao penetrar na célula apresenta fluorescéncia
fica retido em organelas &cidas (caracteristica de fagossomo) e emite fluorescéncia
avermelhada. Essas células podem ser analisadas por citometria de fluxo (ATALE et al.,
2014).

4.2.5.5 Avaliacdo de alteracdes morfoldgicas ultraestruturais

Alteracbes na superficie dos parasitas foram determinadas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV). A técnica consiste em utilizar um feixe de elétrons de
pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas
sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja varredura esta
perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente. Com isso, detalhes da

morfologia superficial dos parasitas podem ser observados.

Formas epimastigotas foram incubadas com ECs, de 24h da Ctn (4,47uM). Apos
12 horas de incubacdo, os parasitas foram fixados por 2 horas com 2,5% de
glutaraldeido (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania), lavados duas
vezes com PBS e duas vezes com agua destilada centrifugando-se a 800g por 10 min.
Em seguida, as amostras foram desidratadas e series crescentes de etanol (30-100%),
colocadas em laminulas de vidro, fixadas a 37°C com 5% de CO,, cobertas com ouro e
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observadas em um microscopio eletronico de varredura FEG Quanta 450 (LIMA et al.,
2016). As imagens digitais foram adquiridas e armazenas em computador na Central
Analitica — UFC utilizando o Software Nis 4.0 (MELLO et al., 2017).

4.4Analise de dados

Os ensaios in vitro foram realizados em triplicada de 3 experimentos
independentes. Os resultados obtidos foram expressos em média * erro padrdo da média
e os valores de ECso determinados por regressdo ndo linear com intervalo de confianca
95%. Comparacdes estatisticas foram analisadas utilizando ANOVA com Dunett’s post-

test no programa GraphPad Prism 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Atividade anti T. cruzi do benzonidazol

Os resultados obtidos no presente trabalho serdo comparados com o
medicamento de escolha para tratamento da DC no Brasil — o Benzonidazol (BZ). A
tabela 2 apresenta o efeito do farmaco nas trés formas evolutivas do parasito (ECsp),

assim como sua toxicidade em células LLC-MK2 e seu indice de seletividade (1S).

Tabela 2 - Efeito do Benzonidazol sobre formas epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas de T. cruzi; citotoxicidade sob células de mamiferos LLC-MK2 e indice de
seletividade parasitario.

BZ

Epimastigotas ECso/24 h 218.0+15
ECs0/48 h 61.1+3

ECso/72 h 16.5+1

Tripomastigotas ECso/24h 282 +20

Amastigotas 24h 282uM
48h 564 uM

IS 2.18

LLC-MK2 ECs/24h  614.8 +30

Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Os valores de EC50 sdo expressos em pM.

Os dados sdo expressos como médias + SEM de 3 experimentos independentes.
IS.: indice de Seletividade

O mecanismo de morte celular induzido por BZ em formas epimastigotas de T.
cruzi foi avaliado através de citometria de fluxo. As células foram tratadas com a ECsg
da droga em 24h (218uM) e marcadas com 7- AD/AX (Figura 9), DCFH-DA (Figura
10), rodamina (Figura 11) e laranja de acridina (Figura 12).



52

Figura 9 - Citometria de fluxo de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com
Benzonidazol (218uM) e marcadas com Anexina e 7-AAD. Células ndo tratadas foram
utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (EPM) e analisados
estatisticamente pelo método ANOVA e p6s-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. grupo controle).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 10 - Valores de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T.
cruzi tratados com BZ (218uM) e marcadas com DCF durante 24 horas. Células néo
tratadas foram utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (EPM) e analisados
estatisticamente pelo método ANOVA e p6s-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. grupo controle).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 11 - Valores de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T.
cruzi tratados com BZ (218uM) ¢ marcadas com Rho123 durante 24 horas. Células ndo
tratadas foram utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (EPM) e analisados
estatisticamente pelo método ANOVA e pds-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. grupo controle).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 12 - Valores de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T.
cruzi tratados com BZ (218uM) e marcadas com Laranja de acridina durante 24 horas.
Células nao tratadas foram utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (EPM) e analisados
estatisticamente pelo método ANOVA e pos-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. grupo controle).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados demonstraram marcagdo predominante com 7-AAD (65,6%)
(fig.9), aumento de cerca de 70% na geracdo de EROS (fig.10) e diminuicdo
aproximada de 30% no potencial transmembranico mitocondrial (fig. 11). Os dados séo
semelhantes aos encontrados para Ctn (expostos adiante) e demonstram que o BZ

tambeém parece induzir morte por necrose em T. cruzi. A via de inducdo de morte por
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autofagia induzida por BZ foi descartada, uma vez que ndo houve diferenca
significativa entre populacdo de epimastigotas marcados com laranja de acridina (fig.
12).

5.2 Estudo in vitro do efeito antichagasico dos PAMSs

5.2.1. Atividade citotoxica de Ctn, Ctn[1-14] e Ctn[15-34] in vitro sobre células LLC-
MK,

Objetivando investigar o efeito citotoxico da crotalicidina e seus fragmentos
menores sobre células hospedeiras; as células LLC-MK2 foram tratadas com os
diferentes peptideos, incubadas por 24 h e sua viabilidade foi determinada pela leitura
espectrofotométrica do ensaio de MTT. Como Ctn[1-14] e Ctn[15-34] ndo
demonstraram atividade citotoxica nas concentracdes testadas, a ECsy ndo pdde ser
calculada, enquanto Ctn obteve uma ECsy de 4,47uM (figura 13). Os fragmentos
demonstraram menor toxicidade do que o peptideo precursor, porém todos eles ainda
foram menos toxicos que o BZ que obteve ECs, de 614,8 uM (tabela 2).
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Figura 13 — Efeito citotoxico de Ctn, Ctn[1-14] e Ctn[15-34] sobre a linhagem celular
LLC-MK; apo6s 24 h de tratamento, comparados ao grupo controle ndo tratado.
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Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: O gréfico representa o percentual de viabilidade celular, expresso em média + E.P.M, de
experimentos independentes (n=3). Analise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste

Dunett, com *p<0,05.
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5.2.2 Atividade tripanocida in vitro de Ctn, Ctn[1-14], Ctn[15-34] e LL-37 em formas
epimastigotas de T. cruzi

Os ensaios de viabilidade celular dos PAMs sobre as formas epimastigotas
foram realizados nos tempos de 24h, 48h e 72h a fim de avaliar a eficacia tripanocida
dos peptideos frente a droga de escolha para tratamento de DC, o BZ (tabela 2).

A crotalicidina mostrou efeito superior ao BZ nos trés tempos de tratamento
testados (figura 14). Apds 24h de tratamento, Ctn obteve ECsy de 4,47uM enquanto o
BZ apresenta uma ECsy de 218uM (tabela 2). No tempo de 48h também houve melhor
atividade tripanocida do peptideo em estudo com ECsy de 4,37uM em relagdo ao
mesmo periodo de tratamento com o benzonidazol (ECso = 61,1uM). Apds 72h de
exposicdo com as formas epimastigotas, o peptideo foi capaz de inibir 50% do
crescimento parasitario em uma concentra¢do de 6,2uM enquanto o BZ necessita de

uma concentracao de 16,5uM para alcangar o mesmo efeito.

Ctn[1-14], Ctn[15-34] e 0 PAM humano LL-37 ndo demonstraram atividade em
formas epimastigotas quando comparadas ao grupo controle ndo tratado nos trés tempos

de incubacdo e, portanto, nenhuma ECs, pode ser calculada (figuras 15, 16 e 17).
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Figura 14 - Efeito citotoxico de Ctn sobre a forma epimastigota de T.cruzi apés 24h, 48

h e 72 h de tratamento.

% Viabilidade

% Viabilidade

% Viabilidade

[EEY
N

IR
o

7

a1

N

Controle

Controle

Controle

-1 ——
*
—
*
156 3125 625 125
Ctn (uM) 24h
—_— T
*
_
*
156 3125 625 125
Ctn (uM) 48h
—_
*
*
156 3125 625 125

Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: O gréfico representa o percentual de inibicdo de crescimento dos parasitas, expresso

em média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3). Analise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Dunett, com *»<0,05.
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Figura 15 - Efeito citotoxico de Ctn[1-14] sobre a forma epimastigota de T.cruzi apos
24h, 48 he 72 h de
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Legenda: O gréafico representa o percentual de inibicdo de crescimento dos parasitas, expresso
em média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3). Analise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Dunett, com *»<0,05.

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 16 - Efeito citotoxico de Ctn[15-34] sobre a forma epimastigota de T.cruzi apds
24h, 48 h e 72 h de tratamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: O gréafico representa o percentual de inibicdo de crescimento dos parasitas, expresso
em média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3). Analise estatistica foi realizada por

ANOVA, seguida por teste Dunett, com *»<0,05.
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Figura 17 - Efeito citotoxico de LL-37 sobre a forma epimastigota de T.cruzi apos 24h,
48 h e 72 h de tratamento.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: O gréafico representa o percentual de inibicdo de crescimento dos parasitas, expresso
em média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3). Analise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste Dunett, com *»<0,05.
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5.2.3 Atividade tripanocida in vitro de Ctn, Ctn[1-14], Ctn[15-34] e LL-37 em formas
tripomastigotas de T. cruzi

As formas tripomastigotas, obtidas a partir da eclosdo de células LLC-MK2,
foram incubadas com diferentes concentracdes de Ctn, Ctn[1-14], Ctn[15-34] e LL-37
durante 24h. Uma vez que essa forma parasitaria ndo se multiplica, ensaios em tempos

superiores seriam desnecessarios.

De acordo com a figura 18, podemos observar que Ctn é toxico para os parasitos
a partir das concentracbes 0,09uM e se aproxima de 100% de letalidade na
concentragdo de 1,56uM, conferindo assim uma ECsy de 0,22uM. Para Ctn[1-14]
obtivemos uma ECsg de 33,1puM, enquanto Ctn[15-34] apresentou ECso de 9,5uM. LL-

37 ndo demonstrou efeito tripanocida em formas tripomastigotas de T. cruzi.

O benzonidazol atingiu a ECso de 282uM para a mesma forma parasitaria (tabela
2).
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Figura 18- Efeito citotdxico de Ctn, Ctn[1-14], Ctn[15-34] e LL-37 sobre a forma
tripomastigota de T.cruzi apds 24h de tratamento.
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Legenda: Os graficos representam o percentual de inibi¢do de crescimento dos parasitas, expresso em
média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3). Analise estatistica foi realizada por ANOVA,
seguida por teste Dunett, com *p<0,05.

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.2.4 Atividade tripanocida in vitro de Ctn em formas amastigotas de T. cruzi

Uma vez que apenas Ctn demostrou efeito tripanocida contras as duas formas
anteriores de T. cruzi, 0s ensaios com 0s demais peptideos antimicrobianos (Ctn[1-14],
Ctn[15-34] e LL-37) foram descontinuados.

Prosseguindo com a investigacdo do efeito tripanocida de Ctn, o ensaio a seguir
foi realizado baseado nos resultados obtidos que demonstraram baixa toxicidade do
peptideo em células hospedeiras humanas (LLC) e uma ECs, nas formas tripomastigotas

infectantes bastante reduzida.

O efeito da crotalicidina sobre a forma intracelular do Trypanosoma cruzi, foi
realizado com laminas onde células LLC-MK2 continham as formas amastigotas
intracelulares e foram tratadas durante 24 e 48h com o PAM. As concentragcfes para
tratamento - 0,22 uM (ECsp) e 0,44 uM (2xECsp) - foram selecionadas a partir dos
ensaios de toxicidade em tripomastigotas, uma vez que para esse indice de ECso também
ndo houve toxicidade nas células hospedeiras LLC-MK, Apds 24 e 48 horas de
tratamento com Ctn, as laminas foram analisadas para contagem do numero de células

infectadas e contagem de amastigotas no interior de cada célula.

A figura 19A demonstra que ap6s 24h de tratamento com o peptideo nas duas
concentracgdes testadas (0,22uM e 0,44uM), observa-se uma diminui¢do da quantidade
de células infectadas pelo parasito embora esse valor ndo seja estatisticamente
significante. Porém, apds 48 de incubacdo em ambas as concentracdes testadas Ctn
reduziu significativamente o nimero de células infectadas, 0 que sugere um mecanismo

de morte lento.

Para os valores dos percentuais de amastigotas nas células, foi observada uma
diminuicdo significativa em ambas as concentragdes testadas e ambos os tempos de
incubacdo com o peptideo (figura 19B). Os resultados demonstram que o efeito de Ctn

em formas amastigotas parece ndo ser dose-dependente.

O Bz, por sua vez, reduziu a quantidade de células infectadas e o nimero de

amastigotas por célula nas concentragdes de 282 e 564uM (tabela 2).
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Figura 19 - Efeito da crotalicidina sobre células LLC-MK2 infectadas com a
forma amastigota intracelular de T. cruzi.
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Legenda: Percentual de células infectadas em 24 h e 48 h de incubacdo (A) e amastigotas/100
células em 24 e 48 h de incubacdo (B).
O grafico representa o percentual de inibicdo de crescimento dos parasitas, expresso em média +
E.P.M, de experimentos independentes (n= 3) incubados com crotalicidina nas concentragfes 1C
(0,22uM) e 2xIC (0,44uM) das formas epimastigotas. Analise estatistica foi realizada por

ANOVA, seguida por teste Dunett, com *»<0,05.

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.2.5 Determinacdo do mecanismo de morte celular induzido por Ctn em T. cruzi
5.2.5.1 Potencial necroético e/ou apoptotico

A fim de elucidar o mecanismo de morte celular induzindo pelo Ctn (peptideo que
apresentou os melhores resultados), formas epimastigotas de T. cruzi foram tratadas com
EC50s da droga na forma parasitaria (4,47uM) e posteriormente marcadas com Anexina e 7-
AAD. Neste ensaio, observamos a marcacao predominante de células com 7-AAD (figura
20).

A figura 20 apresenta os dados em forma de histogramas biparametricos com dois
eixos, onde no quadrante inferior esquerdo encontra-se a populacao de células ndo marcadas,
no superior esquerdo células marcadas com 7-AAD, no superior direito a populacdo é
duplamente marcada com os 7-AAD e Anexina, enquanto no canto inferior direito o

marcador prevalente das células é a Anexina.

A figura 20A ¢é referente ao grupo controle ndo tratado. Nele, observa-se reducdo do
percentual de células viaveis e aumento do percentual de células marcadas com 7-AAD. A
populacdo de células predominante encontra-se no quadrante inferior direito onde ndo ha
marcacao e, portanto, as células séo viaveis. Ja para a figura 20B correspondente ao grupo de
epimastigotas tratados com Ctn, ha uma maior predominancia de células marcadas com 7-
AAD (quadrante superior esquerdo) -41,6% - evidenciando uma possivel morte por necrose.
Como jéa foi evidenciado nos ensaios com amastigotas, 0 mecanismo de morte induzido por
Ctn parece ser lento, o que confere também uma populacdo duplamente marcada 7-AAD/AX
(indicativo de necrose e/ou apoptose tardia) — 39% presente no quadrante superior direito

sugestivo de apoptose tardia.

A figura 21 evidencia os resultados citados acima de forma numeérica.
Observamos uma diferenca significativa (p<0,05) entre a populagéo de células tratadas
coma crotalicidina marcadas pelo 7-AAD quando comparada as outras marcacgdes e ao

grupo controle.
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Figura 20 - Citometria de fluxo de formas epimastigotas de T. cruzi tratadas com
crotalicidina (4,47uM) e marcadas com Anexina e 7-AAD. Células ndo tratadas foram
utilizadas como controle.
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Legenda: Os valores percentuais sdo médias de 10.000 eventos de trés experimentos independentes.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 21 - Potencial necrético de Crotalicidina em formas epimastigotas de T. cruzi
marcadas com Anexina e 7-AAD através de Citometria de fluxo.
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Legenda: Avaliacdo do mecanismo de morte celular induzida na cultura de formas epimastigota de T.
cruzi apds 24 horas de tratamento com crotalicidina. Os dados foram expressos como percentual de
eventos * erro padrdo médio (EPM) de trés experimentos independentes e analisados estatisticamente
pelo método ANOVA e pds-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. grupo controle).

TAAD-/AX- : células ndo marcadas;

TAAD+/AX- : marcado com 7-amino actinomicina D;

7TAAD-/Ax+ : marcados com anexina V;

7AAD+/AX+ : marcado com 7-AAD e Anexina V-PE).

Fonte: Elaborada pelo autor
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5.2.5.2 Potencial transmembranico mitocondrial (4%¥m)

No ensaio de marcacdo com a Rodamina (Rho 123) foi elucidado a alteracdo do
potencial transmembranico mitocondrial em formas epimastigotas tratadas com Ctn. O
histograma mostra uma diminuicdo da populacdo de células tratadas com Ctn quando
comparadas ao grupo controle ndo tratado evidenciando diminuicdo de fluorescéncia
(figura 22) . A reducdo da intensidade relativa de fluorescéncia demonstrada na figura 23
também indica que h& sim um dano mitocondrial, uma vez que a Rodamina se acumula
apenas em mitocondrias intactas. Quando ha lesdo na organela, portanto, a fluorescéncia

diminui de intensidade indicando despolarizacdo mitocondrial.

Figura 22 - Histograma representativo do sinal fluorescente de rodamina 123 de formas
epimastigotas de T. cruzi tratados com crotalicidina (4,47 uM) durante 24 horas. Células
ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como intensidade de fluorescéncia + erro padrdo médio
(EPM) de trés experimentos independentes e analisados estatisticamente pelo método ANOVA
e pos-teste de Dunnet (p< 0,05 vs. grupo controle).

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 23 - Valores de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T. cruzi

tratados com crotalicidina (4,47 uM) e marcadas com Rho123 durante 24 horas. Células
ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (EPM) e analisados
estatisticamente pelo método ANOVA e p6s-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. grupo controle).
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.5.3 Producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)

No ensaio em que as formas epimastogotas de T. cruzi tratadas com Ctn foram
incubadas com DCF foi observado aumento de EROs citoplasmatico. O histograma
mostra um desvio a direita da populacéo de células tratadas com Ctn (figura30). Além
disso, a figura 31, também evidencia um aumento significativo (p<0,05) de células

marcadas pelo DCF quando essa populacdo é comparada ao grupo controle ndo tratado.

Figura 30 - Histograma representativo do sinal fluorescente de DCFH-DA de formas
epimastigotas de T. cruzi tratados com crotalicidina (4,47uM) durante 24 horas. Células
ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como intensidade de fluorescéncia + erro padrdo médio
(EPM) de trés experimentos independentes e analisados estatisticamente pelo método ANOVA
e pds-teste de Dunnet (p< 0,05 vs. grupo controle).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 31 - Valores de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T. cruzi
tratados com crotalicidina (4,47uM) e marcadas com DCF durante 24 horas. Células
ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (EPM) e analisados
estatisticamente pelo método ANOVA e p6s-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. grupo controle).
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.5.4 Avaliacdo de inducéo de autofagia

Para finalizar a identificacdo do mecanismo de morte celular, foi realizado
ensaio com laranja de acridina. O processo de autofagia celular induz a formacdo de
fagossomos com caracteristicas acidas onde o marcador se deposita. Os resultados ndo
evidenciam processo autofagico induzido por Ctn, uma vez que ndo ha diferenca
significativa entre a fluorescéncia emitida pelo grupo tratado com Ctn e o grupo
controle ndo tratado (figuras 32 e 33).
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Figura 32 - Fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T. cruzi marcadas com
laranja de acridina e tratados com crotalicidina (4,7uM) durante 24 horas. Células ndo
tratadas foram utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como intensidade de fluorescéncia + erro padrdo médio
(EPM) de trés experimentos independentes e analisados estatisticamente pelo método ANOVA
e pos-teste de Dunnet (p< 0,05 vs. grupo controle).

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 33 - Valores de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T. cruzi
tratados com crotalicidina (4,47uM) e marcadas com Laranja de acridina durante 24
horas. Celulas ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo.
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Legenda: Os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (EPM) e analisados
estatisticamente pelo método ANOVA e pds-teste de Dunnet (*p< 0,05 vs. grupo controle).
Fonte: Elaborada pelo autor
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5.2.5.5 Alteracdes morfoldgicas induzidas por Crotalicidina em formas epimastigotas de T.

cruzi

As anélises por microscopia eletronica de varredura em formas epimastigotas
tratadas com crotalicidina (4,47uM) durante 24h e comparadas com células ndo tratadas
evidenciaram danos morfologicos provocados pelo peptideo ao parasito. A figura 34
mostra que o grupo controle ndo tratado apresenta parasitos intactos com membranas
bem preservadas. Enquanto o grupo tratado com Ctn (figura 35) apresenta alteracoes
visiveis de degradacdo completa da cauda (fig. 35A), modificacdo importante da forma

(fig.35B) e extravasamento de contetdo celular (fig. 35C).

Figura 34 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) de formas epimastigotas de
T.cruzi ndo tratadas apds 12h de incubacéo.

Legenda: Observa-se parasito com comprimento adequado, corpo alongado tipico e intacto
morfologicamente.
Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 35 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de formas epimastigotas de
T.cruzi tratadas com crotalicidina (4,47uM).
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Legenda: Os parasitos tratados durante 12 h com Ctn na ECsg apresentaram encolhimento
celular (A) e perda de integridade da membrana com presenca de poros (B-C).
Fonte: Elaborada pelo autor
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6. DISCUSSAO

A tripanossomiase americana, também conhecida por doenga de Chagas (DC), é
uma infecgdo sistémica cronica e negligenciada que representa um dos principais
problemas de salde publica na Ameérica Latina e afeta aproximadamente 37% dos
individuos mais pobres do mundo, além de acarretar elevada carga de morbimortalidade
nas regibes onde sdo endémicas, incluindo o Brasil (WHO, 2016). A Organizacao
Mundial da Saude estima que mais de 70.000.000 de pessoas no mundo vivem sob risco
de contrair a DC e cerca de 7.000 vdo a obito decorrentes de complicacbes da doenca
anualmente (CHATELAIN, 2017; DIAS et al., 2016;).

O tratamento atualmente disponivel no Brasil para tratamento da DC, realizado
com Benzonidazol, apresenta eficacia limitada com um indice de cura de apenas 20% na
fase cronica da doenca (URBINA; DOCAMPO, 2003; SOARES et al.,, 2011). O
desenvolvimento de condi¢Ges clinicas debilitantes como arritmias cardiacas,
megaesofago e megacolon em aproximadamente 30% das pessoas infectadas torna a DC
incapacitante (WHO, 2016). Tais razdes justificam entdo a necessidade da busca por

novos alvos terapéuticos para a DC.

Produtos de origens naturais, tais como venenos de animais ou seus derivados,
possuem moléculas bioativas que podem servir de modelo para o desenho de novas
drogas (GONCALVES et al., 2002; DEOLINDO et al., 2005; ALTMANN, 2011;
MENEZES et al., 2012).

Nesse contexto, componentes de venenos tém estimulado muitas pesquisas na
busca de descoberta de drogas, com alguns sucessos notaveis como o captopril,
desenvolvido a partir do veneno de Bothrops jararaca; o exenatide, peptideo
proveniente da saliva do Heloderma suspectum (monstro de gila) com potente atividade
hipoglicemiante e a hirudina, proveniente da sanguessuga Hirudo medicinalis que €
capaz de antagonizar a trombina e funciona como potente anticoagulante sanguineo
(HARVEY, et al., 2014).

Dentre esses derivados bioativos que despertam interesse comercial, também
estdo os peptideos antimicrobianos (PAM) (BANDURSKA et al., 2015). Propriedades

imunomoduladoras, antimicrobianas e antiparasitarias relacionadas a esses peptideos ja
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foram descritas (BARKSDALE; HRIFKO; VAN HOEK, 2017; CAUCHARD et al.,
2016; FALCAO et al., 2015; MCGWIRE et al., 2010).

PAMs apresentam inUmeras vantagens no que diz respeito a aplicacdo
terapéutica, incluindo amplo espectro antimicrobiano, inicio de acdo rapido e baixa
possibilidade de resisténcia por parte dos micro-organismos (SEO et al., 2012). Relatos
na literatura apontam uma variedade de acdes de PAM além da antibacteriana, como
combate a células tumorais (CRACK et al., 2012), a¢des contra virus (UPLERTLOP et
al., 2011), fungos (CAVALCANTE et al., 2016) e protozoarios (LIMA et al., 2016;
MELLO et al., 2017). Essas atividades biologicas ndo sdo excludentes entre si. Assim
sendo, um PAM pode desempenhar mais de uma acéo bioldégica aumentando ainda mais
a viabilidade terapéutica desses peptideos (GUO et al., 2013).

Dentre os PAMs de importancia clinica, esta o grupo das catelicidinas que foram
identificadas inicialmente em 1995 e encontram-se presentes em plantas, animais e em
células humanas (queratindcitos, leucécitos e mastécitos) na forma inativa da proteina
hCAP-18 que ap06s clivada origina a catelicidina LL-37 (MARCINKIEWICZ,
MAJEWSKI; 2016). A sintese desses peptideos acontece nos ribossomos e pode ser
constitutiva ou induzida a partir de algum estimulo inflamatério ou lesdo (JENSSEN;
HAMILL; HANCOCK, 2006).

LL-37, assim como os outros PAMs pertencentes a mesma classe — as
catelicidinas - apresenta conformacdo o-helicoidal com um dominio N-terminal e ja
demonstrou atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Porém, estudos discutem que, na presenca de soro humano, o efeito antibacteriano e a
atividade citotoxica do LL-37 sdo inibidos (JOHANSSON et al., 1998).

Catelicidinas presentes na glandula de Crotalus durissus terrificus, Ctn e seus
fragmentos apresentaram uma importante acdo antimicrobiana contra cepas de diversas
bactérias tanto gram positivas (S. aureus , S. pyogenes, E. faecalis), quanto em gram
negativas (E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, A. baumannii) quando comparados a
substancias antimicrobianas disponiveis no mercado como a Gentamicina (FALCAO et
al., 2014).

A relevancia desse PAM vipericidineo como possivel agente anti-infeccioso

motivou o presente estudo na busca por uma potencial atividade tripanocida da
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crotalicidina [Ctn] e seus fragmentos (Ctn [1-14] e Ctn [15-34]). Os peptideos foram
comparados com a droga de escolha para tratamento da DC - o benzonidazol - a fim de
avaliar a viabilidade terapéutica. Tendo em vista a semelhanca estrutural entre Ctn e 0
PAM-humano LL-37 (FALCAO et al. 2014), a catelicidina humana também foi testada
nas mesmas concentracdes das catelicidinas vipericidineas a fim de demonstrar se a

possivel atividade anti T. crzi seria propria da familia das catelicidinas.

Para realizacdo dos testes in vitro, foi selecionada a cepa Y de T. cruzi, que
apresenta resisténcia ao benzonidazol e permite a melhor investigacdo de substancias
tripanocida bioativas (CHERKESOVA et al., 2014).

Nossos resultados mostraram que Ctn apresentou uma alta efetividade em todas
as formas do T. cruzi: epimastigotas (fase proliferativa no inseto), tripomastigota (forma
infectante ndo proliferativa) e amastigota (forma intracelular humana), quando
comparada a droga de escolha para o tratamento da doenca disponivel no mercado — o

Benzonidazol.

Em formas epimastigotas, 0 PAM isolado de Crotalus mostrou-se muito mais
eficaz em todos os tempos de tratamento (24, 48 e 72h) quando comparados ao BZ,
evidenciando que uma menor concentracdo do peptideo € necessaria para atingir 0s
valores de ECsp. No tempo de 24h de tratamento as concentracbes de ECsy do
Benzonidazol (218uM) foram 48 vezes maiores do que as do peptideo testado
(4,47uM). Para os tempos de 48h e 72h as ECs, do BZ foram 13 e 2 vezes maiores do
que as da crotalicidina respectivamente. A eficacia de Ctn nessa forma parasitaria,
porém, ndo parece ser tempo-dependente, uma vez que a ECso permanece praticamente

constante durante as 72h de incubacgéo (aproximadamente 4,4uM).

Na forma infectante do parasito, observa-se uma efetividade ainda maior da
crotalicidina em relagdo ao BZ, com reducdo de mais de 1000 vezes nas doses
empregadas das duas substancias testadas para atingir a ECsy nas formas

tripomastigotas. Ctn apresenta ECs de 0,22uM, frente a uma ECs de 282uM do BZ.

Além dos bons resultados antiparasitarios in vitro da crotalicidina, o presente
estudo observou uma baixa toxidade em células LLC-MK?2 atribuida ao peptideo, o que
torna Ctn uma ferramenta terapéutica antiparasitaria promissora (NWAKA; HUDSON,
2006).
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De acordo Nwaka e Hudson (2006), para que novas drogas antiparasitarias
sejam desenvolvidas, critérios como baixo potencial citotdxico e seletividade parasitéaria
devem ser avaliados. Segundo os autores, novas substancias com atividade anti T. cruzi
devem apresentar ECso<lug/mL para a forma tripomastigota e indice de seletividade
(IS) > 50. O IS é descrito como a razao entre a concentracao celular toxica e a ECsy da
forma infectante. Nesse contexto, Ctn atende aos preceitos, uma vez que apresenta ECsg
de 0,913ug/mL e IS de 203,2. Usando 0 BZ como pardmetro comparativo, a droga para
tratamento de DC apresenta um IS de 2,18 apenas.

O efeito tripanocida, assim como as limitacdes terapéuticas do Bz, ja sdo de
conhecimento cientifico e outros autores também realizaram ensaios utilizando o
farmaco como pardmetro comparativo para seus resultados. Silva et al. (2011)
obtiveram uma ECs, nas formas tripomastigotas de 12,9uM e IS de 77,5. Os autores ndo
utilizaram a cepa Y de T. cruzi resistente ao BZ e, por isso, encontraram melhores
resultados do que os do presentre trabalho. Ensaios na forma amastigota realizados por
TIMM et al. (2014) demonstraram atividade do farmaco somente ap6s 96h em uma

concentragdo de 82uM.

Desta forma, a fim de concluir nosso estudo da atividade da crotalicidina frente
as diferentes formas do ciclo evolutivo do T. cruzi, foram realizados os ensaios em
formas amastigotas. Ctn também foi capaz de reduzir o nimero de células infectadas e a
quantidade de formas amastigotas intracelular em concentracfes de 0,22uM e 0,44uM
(que correspondem a ECsy e 2XECso nas formas tripomastigotas) ap6s 24h e 48h de
incubacdo. Resultados semelhantes utilizando o BZ s6 foram alcancados utilizando as
concentragoes de 280uM e 560uM com redugdo de apenas 25% do percentual de células
infectadas e diminuicdo de 46% do numero de amastigotas celulares ap6s 24h de

tratamento.

A resisténcia das formas amastigotas intracelulares ao tratamento tem sido
reportada em outros estudos como um resultado da dificuldade de certas drogas
atravessarem a membrana da célula infectada e obter o acesso ao parasita dentro do
vacuolo parasitoforo (BORGES et al., 2012). O principal exemplo dessa limitacdo € o
proprio Benzonidazol que tém permeacgéo pobre atraves da membrana plasmatica, sendo
necessario um enorme gradiente de concentracdo para obter acesso aos amastigotas
citoplasmaticos (MORILLA; ROMERO, 2015). Portanto, o desafio terapéutico na DC
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baseia-se principalmente na identificacdo de substancias que apresentem toxicidade

seletiva para as formas amastigotas intracelulares, assim como Ctn demonstrou.

Estudos que investiguem acéo tripanocida na DC a partir de veneno total ou de
porcOes isoladas de Crotalus durissus terrificus ainda sdo inéditos. Porém, Passero et
al., (2002) relataram atividade antileishmania de trés venenos crotalicos (Crotalus
durissus terrificus, Crotalus durissus cascavella e Crotalus durissus collilineatus),
onde a Crotalus durissus terrificus exibiu maior potencial antiparasitario nas formas

promastigotas pesquisadas.

Trabalhos semelhantes envolvendo venenos totais e fracdes proteicas de outras
espeécies de serpentes ja foram realizados. Gongalves e colaboradores (2002) avaliaram
o efeito tripanocida do veneno de Bothrops jararaca sobre a forma epimastigotas e

obteve uma ECso de 0,1uM no tempo de 5 dias de tratamento.

Ensaios de investigacdo tripanocida envolvendo venenos de Crotalus ja foram
realizados por Adade e colaboradoes (2011). O grupo testou o veneno da Crotalus
viridis viridis nas trés formas evolutivas de T. cruzi e para as amastigotas encontraram
uma diminuicdo de 76% no numero de parasitas por célula infectada e uma reducéo de

94% no namero de parasitas por 100 células apds 96 h de infeccéo.

Em estudo posterior, o mesmo grupo decidiu isolar e purificar a proteina
“Crovirin” isolada do referido veneno. Os autores sé testaram duas formas evolutivas de
T. cruzi e os ensaios em formas tripomastigotas apresentaram uma ECso de 1,10ug/mL e
um IS de 18,2. Enquanto para as formas amastigotas, 0s resultados s6 se mostram mais
eficazes que o BZ ap6s um tempo de 72h e uma concentracgdo de 1,84ug/mL da proteina
isolada da Crotallus (ADADE, 2014). Mesmo apresentando IS menor e concentrac0es
utilizadas maiores que Ctn encontradas no presente trabalho, o grupo sugere que a

crovirina pode ser util no desenvolvimento de novos quimioterapéuticos tripanocida.

Falcdo et al. (2015) realizaram a clivagem de Ctn em dois fragmentos com
caracteristicas estruturais distintas Ctn [1-14] e Ctn [15-34] e avaliaram os efeitos dos
fragmentos comparados ao peptideo original. Entre outros resultados, os pesquisadores
relataram um potencial antimicrobiano, principalmente contra bactérias GRAM

negativas; moderado efeito hemolitico (aproximadamente 33% na concentracdo maxima
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testada - 400uM) e atividade antitumoral com valores de ECs, menores de 1uM
associadas a Ctn [15-34].

Em outro trabalho publicado recentemente, Ctn [15-34] também repetiu a
atividade do peptideo parental contra diversas cepas de Candida. Além disso, Ctn [15-
34] ainda conseguiu melhores resultados de toxicidade celular (célula renal HK-2) e
menor efeito hemolitico em eritrdcitos humanos, tornando-se um alvo terapéutico
promissor para infec¢@es fangicas (CAVALCANTE et al., 2016).

No presente estudo, Ctn [1-14] e Ctn [15-34] também foram investigados quanto
ao efeito antichagasico. Em formas epimastigotas, ambas as fracbes ndo demonstraram
atividade frente ao parasita nos tempos de 24, 48 e 72h, quando comparados ao grupo
ndo tratado. Na forma tripomastigota infectante do parasita, Ctn [1-14] obteve uma ECsg
de 33,1uM e Ctn [15-34] de 9,5uM.

Ainda utilizando os critérios de Nwaka e Hudson (2006) que estabelecem o IS
para potenciais drogas contra T. cruzi, foi realizado ensaio de toxicidade em células
LLC-MK2 de Ctn [1-14] e Ctn [15-34] e obtidos IS >3 e >10, respectivamente. Para
ambos, a ECsp foi superior a 2ug/mL e, portanto, os fragmentos de peptideos nio
puderam ser considerados bem sucedidos quanto a atividade tripanocida fazendo com

que os ensaios seguintes fossem descontinuados.

A catelicidina humana LL-37, por sua vez, tem comprovada atividade
antimicrobianas contra Neisseria gonorrhoeae, Klebsiella pneumoniae, Staphllococcus
aureus; antifangica contra Candida albicans; e antiviral contra importantes cepas virais
como HIV-1, influenza e herpes simplex. A LL-37 inibe a infec¢do viral blogueando a
entrada dos virions nas células hospedeiras a partir da interacdo direta com proteinas do
micro-organismo, gragas a sua estrutura helicoidal (BANDURSKA et al., 2015;
JOHANSSON et al., 1998).

O efeito citotoxico de LL-37 também ja foi demonstrado utilizando trés tipos
diferentes de células eucaridticas: tripomastigotas de T. cruzi, linfocitos T associados a
mucosa (MALT) e células PBL. Para estas células, a toxicidade observada variou entre
13-25uM (JOHANSSON et al., 1998).
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No presente estudo, porém LL-37 ndo apresentou atividade contra formas
epimastigotas e tripomastigotas da DC mesmo em concentragdes mais elevadas (50 uM

e 100 uM respectivamente) e por isso seu estudo foi descontinuado.

Com isso, evidencia-se que, apesar da semelhanca estrutural entre os dois PAMs
da familia das catelicidinas, LL-37 ndo exerce acdo tripanocida, diferente do PAM
isolado da Crotalus durissus terrificus que se mostrou eficaz nas trés formas parasitarias

da doencga de Chagas.

Outras catelicidinas de mamiferos ja demonstraram atividade anti-protozoario
em Trypanosoma brucei através da interrup¢do da integridade da membrana celular
(MCGWIRE et al., 2003) e uma catelicidina equina (e-CATH1) foi eficaz contra
Trypanosoma brucei, Trypanosoma evansi e Trypanosoma equiperdum causando
permeabilizacdo da membrana plasmatica e interrupcdo do potencial da membrana
mitocondrial (CAUCHARD et al., 2016).

Evidencia-se, no presente estudo, que as formas tripomastigotas e amastigotas
parecem ser mais suscetiveis a Ctn do que as epimastigotas. Esta susceptibilidade
aumentada pode estar relacionada a prevaléncia de moléculas carregadas negativamente
na membrana celular do parasito especialmente nessas formas evolutivas, como
glicoproteinas de mucina e 4&cido sidlico que estdo implicadas nas interacdes
hospedeiro-parasito e PAM-parasito (DE SOUZA et al., 2010). Isso também explica o
fato de Ctn [1-14] e Ctn [15-34] que possuem cargas +9 e +8, respectivamente,
apresentarem acdo mais discreta em tripomastigotas quando comparadas a Ctn (carga
+16) devido menor interacdo com essas moléculas anidnicas e ndo apresentarem

toxicidade em formas epimastigotas.

Diante desses resultados e com o intuito de elucidar o mecanismo de morte
induzido por Ctn (peptideo mais promissor) em T. cruzi, ensaios de citometria de fluxo
utilizando marcadores especificos e microscopia eletronica de varredura foram

realizados.

A similaridade do cinetoplasto entre as formas amastigotas e epimastigotas e a
facilidade de manutencdo em culturas tornaram a forma epimastigotas mais vidvel para
0 estudo da via de morte celular (GIRARD et al., 2016; SOUZA, 2002).
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Inicialmente em teste de citometria de fluxo os parasitos foram marcados com 7-
AAD e anexina-FITC (AX) e tratadas com Ctn ndo foi possivel estabelecer a via de
morte de T.cruzi, devido um percentual semelhante de células marcadas com 7-AAD
(indicativo de necrose) — 41,6% — e uma populacdo duplamente marcada 7-AAD/AX
(indicativo de necrose e/ou apoptose tardia) — 39%. Os resultados evidenciaram, porém,

que a lise da membrana celular € um aspecto importante do efeito do peptideo.

A partir desse resultado, dois outros ensaios foram realizados para avaliar a
geracdo de EROS e uma possivel modificagdo no potencial transmembrana
mitocondrial. Os resultados subsequentes mostraram geracdo de espécies reativas de
oxigénio e a perda de potencial transmembranar mitocondrial. Segundo Menna-Barreto
e colaboradores (2009) tais achados confirmam a via de morte necrética com a

degradacdo da membrana celular de T.cruzi.

A analise de Rho123 mostrou que ocorreu reducao na fluorescéncia no grupo de
parasitos tratados com a crotalicidina, condizente com alteragdes na membrana
mitocondrial, uma vez que a Rho 123 s6 se acumula em mitocondrias intactas livres de
danos emitindo fluorescéncia vermelha. E comum a lesdo mitocondrial resultar na
formacdo de um canal de alta condutancia na membrana mitocondrial, chamado de poro
de transicdo de permeabilidade mitocondrial. A abertura desse canal determina a perda
do potencial de membrana da mitocondria e alteragdo do pH, resultando em falha da
fosforilacdo oxidativa e deplecdo progressiva do ATP, culminando na necrose da célula
(KUMAR et al., 2015).

O aumento de EROS p6de ser comprovado através da andlise de fluorescéncia,
utilizando a coloragcdo com DCFH-DA. Apesar do seu efeito citotoxico bem conhecido,
0 papel de EROs nestes protozoarios é complexo, porém alteracbes mitocondriais
parecem estar intimamente ligadas a producdo desses radicais. Dependendo da
concentragdo, estas espécies reativas poderiam causar morte dos parasitos devido uma
diminuicdo na eficiéncia do metabolismo aerobico (MENNA-BARRETO; CASTRO,
2014). Durante o processo respitatorio, diversos agentes oxidantes que podem causar
disfuncéo e perda de funcdo mitocontrial sdo produzidos na mitocéndria de T. cruzi
(PIACENZA et al., 2009).
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A morte celular por necrose é geralmente caracterizada por lise de membrana e
aumento de volume citoplasmatico (BERGHE et al.,, 2013). O rompimento da
membrana celular forma os poros que permitiram a entrada de corantes que nao
conseguiriam atravessar membranas intactas, como 7-AAD que se ligou ao DNA do
parasito (ZEMBRUSKi et al., 2012).

O processo autofagico também foi investigado como via alternativa de inducéo
de morte através da marcacdo com laranja de acridina. N&o houve, no entanto, aumento
significativo de fluorescéncia entre as células tratadas com Ctn e o controle negativo,
indicando que ndo houve aumento do acimulo do marcador em compartimentos acidos

que indicariam autofagia.

O presente estudo encontrou dados semelhantes aos de outros grupos que
caracterizaram a atividade tripanocida contra formas epimastigotas e tripomastigotas de
T. cruzi e obtiveram morte celular necroética a partir de venenos de serpentes e suas
fragdes isoladas (DEOLINDO et al., 2005; ADADE et al., 2010;ADADE et al., 2014;
MELLO etal., 2017).

Resultados semelhantes contra T.cruzi foram recentemente atribuidos a outra
vipericidina isolada de Bothrops atrox - a batroxicidina (BatxC). O estudo da BatxC

também demonstrou a via necrética de agdo anti T. cruzi (MELLO et al., 2017).

Demonstrando a heterogeneidade de atividades de PAMs, a melitina, uma
catelicidina isolada do veneno da abelha Apis melifera, evidenciou morte celular por

apoptose e inducdo de autofagia em T. cruzi (ADADE et al., 2013).

Em 2005, Deolindo e colaboradores também investigaram o efeito toxico do
veneno da Bothrops jararaca na DC e objetivaram elucidar 0 mecanismo de morte
induzida pelo veneno. Com uma ECsy de 10uM, os autores conseguiram, a partir de
observacgOes ultra-estruturais confirmar a morte induzida por apoptose com
modificacfes nas mitocondrias, desorganizacdo do cinetoplasto e externalizacdo da

fosfatidilserina.

No presente trabalho, a andlise estrutural topografica dos parasitos tratados com
Ctn realizada por microscopia eletronica de varredura demonstrou danos na membrana

com extravasamento de material celular e modificagdes importantes na morfologia do
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parasito. Os achados da MEV indicativos de necrose confirmam todos os dados
anteriores, uma vez que ndo é comum lesbes de membrana associadas a apoptose
(KRYSKO et al., 2008).

Os resultados apresentados também sdo condizentes com outros trabalhos
realizados com venenos totais de Crotalus spp. que parecem induzir necrose em T.
cruzi. ADADE et al. (2010) realizaram estudo semelhante a este, com veneno total de
Crotalus viridis viridis e observaram atividade antichagasica com mecanismo de morte
semelhante ao descrito para a Ctn: aumento de marcagdo com PI (corante semelhante ao
7-AAD), reducdo na fluorescéncia de células marcadas por Rho-123 e microscopia de
varredura revelando inchago nas mitocondrias, lise de membrana e perda de

componentes citoplasmaticos.

Finalmente, as modificacbes morfoldgicas e bioquimicas in vitro observadas em
nosso estudo, como alteracdo da integridade da membrana, modificacBes no potencial
transmembranico mitocondrial, aumento de EROS do parasito sugerem que a

crotalicidina induz morte por necrose em T. cruzi.

O benzonidazol, por sua vez, parece agir alterando o controle oxirredutor das
células, causando assim a morte do parasito por inducdo do estresse oxidativo (MAYA
et al., 2007; WAYPA; SMITH; SCHUMACKER, 2016). A acdo deste composto sobre
0 parasito parece estar relacionada ao dano causado pela interacdo entre radicais livres e
macromoléculas do parasito (DOCAMPO, 1990; MAYA et al., 2007). Os achados do
presente trabalho confirmam, entdo, o que ja é estabelecido na literatura indicando que o
benzonidazol induz a necrose em T. cruzi com aumento significativo na producdo de
EROS e lesédo mitocondrial em concentragdes muito elevadas devido sua dificuldade de

permeacdo na membrana do parasito.

Os resultados apontam Ctn como substancia promissora para tratamento da DC
com alto indice de seletividade, atividade nas formas amastigotas intracelulares e

melhores resultados in vitro que o BZ.
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7. CONCLUSAO

O PAM Crotalicidina demonstrou efeito tripanocida nas trés formas de
Trypanosoma cruzi, com resultados melhores que o benzonidazol nas mesmas
condigdes. O indice de seletividade de Ctn também se mostrou superior, evidenciando
baixa toxicidade in vitro atribuida ao peptideo. Na investigacdo quanto ao mecanismo
de morte celular, Ctn parece induzir necrose no parasito com degradacdo da membrana,
producdo de radicais livres e alteracbes no potencial transmembranico mitocondrial.
Mecanismo de morte semelhante foi encontrado para o Benzonidazol. Os peptideos Cnt
[1-14], Cnt [15-34] (oriundos de Ctn ) e LL-37 (catelicidina humana) ndo demonstraram

atividade tripanocida in vitro.
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Abstract

Cathelicidins are antimicrobial peptides produced by humans and animals in response to vari-
ous pathogenic microbes. Crotalicidin (Ctn), a cathelicidin-related vipericidin from the South
American Crotalus durissus terrificus rattlesnake’s venom gland, and its fragments have
demonstrated antimicrobial and antifungal activity, similarly to human cathelicidin LL-37.
In order to provide templates for the development of modern trypanocidal agents, the present
study evaluated the antichagasic effect of these four peptides (Ctn, Ctn[1-14], Ctn[15-34] and
LL-37). Herein, Ctn and short derived peptides were tested against the epimastigote, trypo-
mastigote and amastigote forms of Trypanosoma cruzi Y strain (benznidazole-resistant strain)
and cytotoxicity in mammalian cells was evaluated against LLC-MK?2 lineage cells. Ctn inhi-
bited all T. cruzi developmental forms, including amastigotes, which is implicated in the bur-
den of infection in the chronic phase of Chagas disease. Moreover, Ctn showed a high selective
index against trypomastigote forms (>200). Ctn induced cell death in T. cruzi through necro-
sis, as determined by flow cytometry analyses with specific molecular probes and morpho-
logical alterations, such as loss of membrane integrity and cell shrinkage, as observed
through scanning electron microscopy. Overall, Ctn seems to be a promising template for
the development of antichagasic agents.

Introduction

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is an important public health prob-
lem in Latin America and it is increasingly spreading in other areas. It is estimated that around
six million people are affected worldwide and approximately 7000 deaths occur annually
(WHO, 2016). The current treatment for Chagas disease includes two nitro-heterocyclic
drugs - benznidazole (Bz) and nifurtimox — which are only effective against the parasite in
the acute phase of infection. The use of these drugs is limited due to their poor bioavailability
and side-effects, such as allergic dermatitis, pruritus and gastrointestinal manifestations among
others (WHO, 2016; Chatelain, 2017). These facts highlight an urgent need for the develop-
ment of more effective and safer drugs to be used alone or in combination with other che-
motherapeutic agents for the treatment of Chagas disease.

In the last decades, several antimicrobial peptides (AMPs) have been discovered. AMPs are
naturally designed to target the cell membranes of pathogens and are widely seen as a promising
alternative to conventional antimicrobials considering the rise in multi-antibiotic resistance (Sani
and Separovic, 2016). Cathelicidins comprise one of these AMP families and are characterized by
a conserved cathelin domain and a variable C-terminal cationic antimicrobial domain (Wd6dz and
Brzeziniska-Blaszczyk, 2015). Recently, our research group have found and characterized cathe-
licidin precursors from the venom gland cDNA libraries of several species of South American pit
viper snakes, called vipericidins (Radis-Baptista, 2015). Crotalicidin (Ctn), a vipericidin from the
Crotalus durissus terrificus, has shown antibacterial (Falcdo et al. 2014) and antiproliferative activ-
ities against several cancer cell lines (Falcdo et al. 2015). In silico dissection of Ctn yielded the
fragments Ctn[1-14] and Ctn[15-34], which were tested to establish to what extent they repro-
duced the structure and activity of the parent peptide. Indeed, Ctn[15-34] displayed antibacterial,
anti-tumour (Falcio et al. 2015) and antifungal activity (Cavalcante et al. 2016) with very low
haemolytic effect (Falcdo et al. 2015). Recently, Ctn antiviral activity [15-34] was also demon-
strated in an in vitro model of shrimp haemocytes (Vieira-Girdo et al. 2017).

The trypanosomicidal activity of animal venom components has been described by other
authors (Adade et al. 2013; Souza et al. 2016). In general, these venom antimicrobial compo-
nents are amphipathic molecules mainly constituted of positively charged (hydrophilic) and
hydrophobic residues, which can interact with and disrupt parasite cell membranes
(Mcgwire and Kulkarni, 2010; Teixeira et al. 2012). Thus, the aim of this work was to evaluate
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the antichagasic effect of cathelicidin Ctn and its short fragments
(Ctn[1-14] and Ctn[15-34]) in comparison with the paradig-
matic human cathelicidin LL-37 (hCAP18). Additionally, the
main mechanisms of Ctn and Ctn peptides that trigger T. cruzi
cell death were also investigated.

Materials and methods
Peptides and Bz

Ctn, Ctn[1-14] and Ctn[15-34] were obtained as described
by Falcao et al. (2014, 2015). The human cathelicidin LL-37/
hCAPI18 was synthesized according to Falcdo et al. (2014). The
1 mm peptide stock solutions were prepared by separately weight-
ing and dissolving the right amount of each peptide in deionized
water and kept at 4 °C for up to 6 weeks. Their amino acid
sequences were analysed using the ‘Peptide property calculator’
(http://www.pepcalc.com) and ‘Heliquest’ (http:/heliquest.ipmc.
cnrs.fr) software programmes to obtain some physicochemical
properties. Bz (C;,H;,N403 MW =260.249 g mol ™) was obtained
from Roche® (Basileia, Switzerland) and stock solutions were pre-
pared with 1000 mm (1 M) of PBS and kept at 4 °C until its use
within 6 weeks.

Trypanosoma cruzi and LLC-MK2 cell cultures

The Rhesus monkey kidney cells LLC-MK2 (ATCC CCL-7) were cul-
tured in DMEM medium (Vitrocell, Sdo Paulo, Brazil) supplemented
with 10% fetal calf serum (FBS) and 1% antibiotics (100 U mL™
penicillin and 100 ug mL™" streptomycin) solution in T-25/75 cm®
flasks and were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere
with 5% CO,. These cells were subcultured each time they reached
80-90% of confluence after being harvested with a solution contain-
ing 0.25% of trypsin and 2.21 mm EDTA. Trypanosoma cruzi'Y strain
were isolated at the Chemistry Institute, Department of Biochemistry
of the University of Sdo Paulo.

Anti-T. cruzi activity assay against epimastigote forms

Epimastigote forms of T. cruzi Y strain were added to 96-well plates
(10° parasites mL™") containing 2-fold serial dilutions of Ctn, or
Ctn[1-14], or Ctn[15-34], or LL-37 or Bz in liver infusion tryptose
medium supplemented with 1% antibiotics (100 U mL™" penicillin
and 100 g mL ™" streptomycin) and 10% of FBS. Final concentra-
tion ranges were: peptides at 0.19-100 ym and Bz at 15.6-1000 pm.
Parasite growth inhibition was quantified in a Neubauer chamber
after incubation at 28 °C for 24, 48 and 72 h (Rodrigues et al.
2014). Relative viability was determined with parasites treated
only with sterile PBS medium as negative controls (100% viability)
and all experiments were carried out in triplicate.

Anti-T. cruzi activity assay against trypomastigote forms

T. cruzi trypomastigote forms were obtained by infecting
LLC-MK2 cells with trypomastigote forms in T-25/75 cm” flasks
at 37°C in an atmosphere with 5% CO, in DMEM medium
(Vitrocell, Sao Paulo, Brazil) supplemented with 1% antibiotics
(100 U mL™" penicillin and 100 yug mL™" streptomycin) and 2%
FBS for 24 h. Thereafter, trypomastigote forms were plated
(96-well plate) and 2-fold serial dilutions of either peptides or
Bz in DMEM were added at the same final concentration ranges
used against the epimastigote forms. After 24 h of incubation at
37 °C, parasite growth inhibition was quantified in a Neubauer
chamber (Adade et al. 2014). Relative cell viability was calculated
with cells treated only with sterile PBS medium as negative con-
trols and all experiments were carried out in triplicate.
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Anti-T. cruzi activity assay against amastigote forms

LLC-MK2 cells were seeded in 24-well plates (5 x 10° cells/well)
containing glass coverslips (13-mm diameter) in DMEM medium
supplemented with 10% FBS and 1% antibiotics (100 U mL™"
penicillin and 100 ug mL streptomycin), and maintained for
24 h at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Next, the medium was
removed from the wells and LLC-MK2 cells were infected with
trypomastigote forms (parasite-host cell ratio of 20:1) in
DMEM medium containing 2% FBS. After 48 h of incubation,
the cells were washed to remove the non-internalized parasites
and treated with either Ctn (0.22 or 0.44 um) or Bz (282 or
564 yum) in DMEM medium with 2% FBS. After incubation for
24 or 48 h at 37 °C, the coverslips were collected, washed with
PBS, fixed in Bouin’s solution and stained with Giemsa (Lima
et al. 2016). Non-treated infected LLC-MK2 cells were used as
controls. 300 cells were counted in triplicate and intracellular
amastigotes per 100 cells and percentage of infected cells were
calculated.

Trypanosoma cruzi epimastigote death pathway assays

Flow cytometry experiments were performed to evaluate T. cruzi
death pathways when treated with Ctn. The epimastigote forms
(10° cells mL™") were treated with Ctn and Bz at their half max-
imal effective concentration (ECsy) concentrations (4.47 and
218 um, respectively) in liver infusion tryptose medium. After
incubation for 24 h at 28 °C, the parasite cells were washed and
stained with fluorescein isothiocyanate-annexin V (AX) and/or
7-aminoactinomycin D (7-AAD) according to the manufacturer’s
instructions (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA) to detect
cell death by apoptosis or necrosis, respectively. In separate
experiments, the loss of mitochondrial transmembrane potential
(MTP), the outburst of reactive oxygen species (ROS) and the
swelling of reservosomes were also investigated. After the treat-
ment of T. cruzi epimastigote forms with Ctn and Bz at their
ECsg (4.47 and 218 pm, respectively) for 24 h at 28 °C, the para-
sites were stained with 10ugmL™' rhodamine 123 or
20 mm L7t dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA)
or 5ugmL™" acridine orange (AO) (Sigma - Aldrich™,
St. Louis, MO, USA), according to the manufacturer’s instruc-
tions, respectively. Next, these cells were run in a FACSCalibur
flow cytometer and 10000 live events were analysed using the
Cell Quest software (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA).
The results were established by determining the fold change (trea-
ted/non-treated cell ratio) of the geometric mean of fluorescence.
Epimastigotes without Ctn treatment were used as controls and all
experiments were carried out in triplicate.

Cytotoxicity test in mammalian cells (MTT assay)

Cell viability was also measured using 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay (Vanden
Berghe et al. 2013). LLC-MK2 cells were plated in DMEM
medium, treated with different concentrations of Ctn, Ctn[1-
14] and Ctn [15-34] (1.56-100 um) and incubated at 37 °C for
24 h. MTT (Amresco, Ohio, USA; 5 mg mL™") was added and
the cells were incubated for 4 h, when 10% sodium dodecyl sul-
phate (Vetec, Sdo Paulo, Brazil) was added to solubilize the for-
mazan product. Cell viability measurements were performed at
570 nm on a microplate reader (Biochrom® Asys Expert Plus).
Relative cell viability was calculated using cells treated only with
sterile PBS medium as negative controls and all experiments
were carried out in triplicate. The Selectivity Index (SI) was calcu-
lated through the ratio of ECso of LLC-MK2 cells/ECs of trypo-
mastigote forms (Nwaka and Hudson, 2006).
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Table 1. Amino acid sequence and some physicochemical properties of the peptides

Peptide One-letter amino acid sequence® Charge® Hydrophobicity, H Molecular weight®
Ctn KRFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVIGVTIPF +16 0.263 4151.41
Ctn[1-14] KRFKKFFKKVKKSV +9 —0.012 1797.30
Ctn[15-34] KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF +8 0.455 2371.10
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES +6 0.201 4493.26

aCtn and fragments had C-terminal amides.

bAt neutral pH, from the ‘Peptide property calculator’ software (http://www.pepcalc.com).
“Obtained from the ‘Heliquest’ software (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr).

dPreviously determined (Falco et al. 2015).

Scanning electron microscopy

Epimastigote forms were treated with Ctn peptide at its ECs
(4.47 um) concentration in liver infusion tryptose medium.
After incubation for 12 h at 28 °C, the parasites were washed
with PBS and fixed with a 2.5% glutaraldehyde (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) solution. After fixation
for 2h at room temperature, parasites were washed with PBS,
and then dehydrated with ethanol. Next, samples were dried
with CO,, coated in gold and, finally, observed in a FEI Quanta
450 FEG scanning electron microscope (FEI, Oregon, USA).
Digital images were acquired and stored (Lima et al. 2016).

Statistical analysis

Three independent experiments were performed in triplicate for
all assays. The statistical analysis was performed using the
GraphPad Prism 5 programme (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). The ECsy values were determined by non-linear
regression. Data were analysed using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Dunnett’s post-test. Significance was
defined as *P < 0.05.

Results

The obtained peptides with their respective amino acid sequen-
ces and physicochemical properties such as net charge, hydropho-
bicity and molecular weight are shown in Table 1. They were
screened against all T. cruzi morphological forms to assess and
compare their antiprotozoa activities with the standard drug Bz.

Against the epimastigote forms, the only peptide that showed
activity against T. cruzi within the tested concentration range was
Ctn, with an ICsq of 4.47 (£0.9) uM reached after 24 h of incuba-
tion, which did not change up to 72 h after treatment. Bz required
very high molar concentrations, as expected, against the Y strain
(IC50/24 h of 218 + 15 um) (Table 2) and could not reach an ICs,
value close to Ctn concentrations even after 72 h of treatment
(ICs50/72h of 16.5+ 1 um).

Against the trypomastigote forms, Ctn and its fragments
showed different activities against T. cruzi. While Ctn[1-14]
and Ctn[15-34] was able to inhibit 50% of the trypomastigotes
with concentrations of 33.1 and 9.5 uM, respectively, Ctn only
required 0.22 yMm to inhibit 50% of that T. cruzi morphological
form. Next, the cytotoxicity of the peptides to LLC-MK2 cells
without the parasites was verified.

T. cruzi amastigote forms inside LLC-MK2 were also treated
with Ctn or Bz at their respective EC54s against the trypomasti-
gote forms. According to Fig. 1, Ctn significantly reduced the
number of amastigotes for each 100 LLC-MK2 cells when com-
pared to untreated infected cells (control) after 24 h of incubation
(Fig. 1A). In addition, Ctn at 0.22 um significantly reduced the
percentage of infected LLC-MK2 cells when compared to the con-
trol after 48 h of treatment (Fig. 1B). Similar results were also
observed with Bz at 282 pm.

In addition, flow cytometry analyses and scanning electron
microscopy (SEM) were performed to evaluate the death pathway(s)
of T. cruzi epimastigote forms. After 24 h of treatment with Ctn
at 4.4 um (ECsp), the remaining live epimastigotes were mainly
labelled with either 7-AAD only (41.6%) or 7-AAD and AX
(39.6%) markers, which indicate cell death by necrosis or necro-
sis/late apoptosis, respectively (Fig. 2). Bz was able to increase the
labelling with 7-AAD and AX (8.0%) and more significantly the
labelling with 7-AAD only (65.6%) on epimastigotes treated with
the EC5 after 24 h (Supplementary Fig. S1A).

Additional flow cytometry experiments (Fig. 3) were then car-
ried out to clarify the epimastigote death pathway, such as the
generation of ROS and the loss of MTP. In Fig. 3A, Ctn at
4.47 um for 24 h induced a burst of ROS, increased DCFH-DA
signal (shift to the right), by as much as 3-fold when compared
to untreated parasites (control). In a separate assay, a reduction
in MTP was observed, decreasing rhodamine 123 signal by 50%
(shift to the left), when the epimastigotes were treated with Ctn
at the ECso compared to non-treated T. cruzi (Fig. 3B). Bz showed
a similar profile, decreasing MTP by approximately 30% and
increasing by 70% ROS generation in epimastigotes treated with
the ECsq after 24 h (Supplementary Fig. SIB-C).

Table 2. ECs, values (in um) and Selectivity Index (SI) to trypomastigote forms of the peptides and Bz against epimastigote and trypomastigote forms of

Trypanosoma cruzi Y strain and LLC-MK2 mammalian cells

Ctn Ctn[1-14] Ctn[15-34] LL-37 Bz
Epimastigote 24 h 4.47+0.9 >100 >100 >100 218.0+15
48 h 437+0.5 >100 >100 >100 61.1+3
72h 6.21+0.4 >100 >100 >100 165+1
Trypomastigote 0.22 +0.02 33.1+15 9.5+2 >100 282+20
LLC-MK2 44.7 >100 >100 >100 614.8 +30
Sl 203.2 >3 >10.5 nd 2.18

Data are expressed as means + s.e.m. of triplicate of three independent experiments (nd: not determined).
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Fig. 1. Effect of crotalicidin on intracellular amastigotes in infected cells (A)
amastigote/100 cells (B) at 24 and 48 h of incubation (CT - control treated with
PBS; *P<0.05).

We also investigated an alternative cell death pathway, the
autophagy, utilizing AO staining to evaluate the increase of acidic
vesicles, the reservosomes. However, after 24 h, epimastigote
forms treated with Ctn at the EC5o did not show any increase in
the AO fluorescent signal compared to the control group
(Supplementary Fig. S2), neither did Bz (Supplementary Fig. S1D).

Based on the abovementioned results, which provided an
insight that Ctn kills T. cruzi by inducing necrosis and late
apoptosis, SEM images (Fig. 4) were acquired to visualize the
morphological alterations and, thus corroborate the flow cytome-
try findings. Compared to a non-treated T. cruzi epimastigote
(Fig. 4A), parasites treated for 12 h with Ctn at the ECs, showed
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cell shrinkage (Fig. 4B) and loss of membrane integrity with the
presence of pores (Fig. 4C-D).

Discussion

In this present study, we assessed the potential anti-T. cruzi activity
of full-size Ctn, Ctn[1-14] and Ctn[15-34] short Ctn derivatives
and LL-37 against all parasite morphological forms and compared
them with Bz, a commercially available antichagasic drug of choice,
as well as studied the death pathway(s) induced by the most prom-
ising biologically active peptide. Against the epimastigotes, Ctn was
the only peptide that showed activity at the tested concentration
range. By observing the physicochemical properties of the analysed
peptides, it seems that both bulky and highly positively charged
peptides are required for anti-T. cruzi activity against the epimasti-
gote forms. Similar results against T. cruzi were previously reported
with the use of batroxicidin (BatxC), a vipericidin from Bothrops
atrox that has a molecular weight of 4258.63 and net charge of
+16 (Falcao et al. 2014; Mello et al. 2017). In addition, after 24 h
of treatment, Ctn ECs (4.47 ym) was more than one order of mag-
nitude lower than Bz ICsy (218 um), which did not reach values
close to the peptide even after 72 h of incubation.

The peptides were also evaluated against trypomastigotes and
amastigotes. These T. cruzi morphological forms were obtained
after infecting LLC-MK?2 kidney cells, which have been used for
more than 30 years as mammalian cell models of T. cruzi infec-
tion (Andrews and Colli, 1982; Zingales et al. 1982; Zingales
et al. 1997). Interestingly, while the in vitro Bz concentration
killed 50% of the trypomastigotes (282 um), it essentially did
not change when compared to epimastigotes after 24 h of incuba-
tion. In contrast, the Ctn ECs, against the trypomastigote forms
(0.22 um) showed a 20-fold lower effect against epimastigotes
(4.47 um). Moreover, Ctn at 0.22 um also significantly reduced
the number of amastigotes and the percentage of infected
LLC-MK2 cells when compared to non-treated infected cells.
Therefore, T. cruzi trypomastigote and amastigote forms seem
to be more susceptible to Ctn than epimastigotes. This increased
susceptibility can be related to the prevalence of negatively
charged molecules on the parasite cell membrane, especially in
trypomastigote forms, such as mucin glycoproteins and sialic
acid, which are implicated in host-parasite interactions (de
Souza et al. 2010). These anionic molecules made T. cruzi trypo-
mastigote forms susceptible even to Ctn[1-14] and Ctn[15-34]
fragments, which have only half of the net charge of Ctn, particu-
larly the mid-sized and highly hydrophobic Ctn[15-34].
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Fig. 2. Representative flow cytometry scattering graphs of Trypanosoma cruzi epimastigotes treated with crotalicidin at 4.47 ym for 24 h. Percentage values are
averages of 10000 live events from three independent experiments (CT - control treated with PBS).
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Fig. 3. A representative histogram of DCFH-DA fluorescent signal and relative fluorescence values (from three independent experiments) from Trypanosoma cruzi
epimastigotes that were initially treated with crotalicidin at 4.47 ym for 24 h (A) and a representative histogram of rhodamine 123 (Rho 123) fluorescent signal and

relative fluorescence values (from three independent experiments) from T. cruzi epimastigotes initially treated with crotalicidin at 4.47 um for 24 h (B) (CT - control
treated with PBS).

Fig. 4. Scanning electron microscopy of control epimastigotes (A) and treated epimastigotes with ECs, of crotalicidin (B-D). Morphological alterations were
observed, such as cell shrinkage (B) and membrane integrity loss (C-D). Scale bars: 1 ym.
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The cytotoxicity of the drugs (peptides and Bz) against unin-
fected LLC-MK2 cells was also verified. Considering the ICs, con-
centrations against trypomastigotes, Ctn showed the greatest
selectivity (SI=203.2) among the other peptides and Bz
Furthermore, Ctn met two important criteria for a potential
anti-T. cruzi drug candidate to be considered as a success and,
thus, the most promising evaluated peptide: trypomastigote I1Csq
below 1 ugmL™" (0.22 um or 0.913 ygmL™") and SI above 50
(Nwaka and Hudson, 2006). Furthermore, the Ctn selectivity
against parasite-infected cells seems to be another advantage for
the clinical development of target therapy for T. cruzi infection.

The necrotic pathway observed in Ctn was also observed when
the epimastigotes were treated with the vipericidin BatxC at the
ECso (Mello et al. 2017). Trypanosoma cruzi cell death by apop-
tosis and autophagy was also observed when other AMPs were
used, such as melittin (Adade et al. 2013).

Cathelicidins are typically potent trypanolytic AMPs. Similar
peptides such as cathelicidins SMAP-29 and protegrin-1 have
been tested in the intraperitoneal route and showed interesting
results, such as decrease in parasitaemia and prolonged survival
of mice infected with Trypanosoma brucei (McGwire et al.
2003). The evaluation of Bz-induced cell death in epimastigote
forms also showed a necrotic profile, meaning Ctn is promising
as a template for the designing of a new antichagasic agent,
because it has a similar cell death profile to the reference drug
and an almost 10-fold higher selective index.

In conclusion, Ctn, a cathelicidin-related peptide obtained
from the venom gland of C. durissus terrificus rattlesnake, not
only has antibacterial and anti-tumour properties but also exhib-
ited anti-T. cruzi activity against all morphological forms of a
Bz-resistant strain. In addition, Ctn killed the epimastigote para-
site form by inducing necrosis. Remarkably, when toxicity to
healthy mammalian cells was compared, the peptide’s greater
selectivity for T. cruzi when compared to Bz makes Ctn a prom-
ising drug candidate or a lead for the development of new
peptide-based drugs to treat Chagas disease.

Supplementary material. The supplementary material for this article can
be found at https://doi.org/10.1017/S0031182017001846
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