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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, é responsavel pela infecgéo
de milhdes de pessoas em cerca de 21 paises, e responsavel pelo maior nimero de
Obitos entre as doencas parasitarias. Apesar de possuir grandes impactos sociais e
econdbmicos no Brasil o Unico medicamento utilizado para o tratamento € o
benzonidazol, este possui uma eficacia limitada e alta toxicidade. O presente trabalho
tem como objetivo investigar a atividade antichagasica de fragmentos derivados da
hemocianina do camarado Penaeus monodon com potencial antimicrobiano (HMc666-
678, Hmc364-382, Hmcl85-197 e HmMc476-498), bem como investigar sua
seletividade e mecanismo de acdo. A citotoxicidade dos peptideos foi avaliada em
células LLC-MK2 pelo método do MTT. Foi observado efeito citotoxico a partir da
concentracdo de 50uM. Posteriormente, foi investigado o efeito dos peptideos sobre
as formas epimastigotas nos tempos de 24, 48 e 72 horas por contagem em camara
de Neubauer, encontrando para Hmc666-678 1C50/24h = 4,01uM; 1C50/48h = 4,86
pM; IC50/72h = 8,83 uM, para Hmc364-382 IC50/24h = 4,79uM; IC50/48h = 4,5 pM;
IC50/72h = 11,27 pM, para Hmc185-197 1C50/24h = 34,14uM; 1C50/48h = 86,06 uM;
IC50/72h = 90,86 uyM e para Hmc476-498 |C50/24h = 24,22uM; 1C50/48h = 25,63 uM,;
IC50/72h = 22,13 pyM. Em tripomastigotas o efeito foi avaliado no tempo de 24 horas
por contagem em camara de Neubauer, onde Hmc666-678, Hmc364-382 possuem
efeito inibitério em quase todas as concentracdes testadas de maneira semelhante,.
Foi estimado indice de seletividade (IS), onde o peptideo Hmc364-382 possui o IS
acima de 55,24, Hmc666-678 possui o0 IS acima de 45,35, Hmc476-498 possui o IS
1,99 e HMc185-197 IS de 1,27. Baseado no indice de seletividade os Hmc666-678,
Hmc364-382 foram selecionados para os ensaios posteriores. Também foi encontrado
efeito contra formas amastigota apds 24 horas de incubacédo para ambos os peptideos
nas concentracoes ICso, ICso2 € 2xICso e ndo foi observado uma redugéo no percentual
de células infectadas. Na busca sobre o mecanismo de acdo dos peptideos
selecionados as alteragdes ultraestruturais foram analisadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) apds 24 horas de incubacédo e de transmissédo (MET)
apos 12 de incubacdo. Efeitos sobre a integridade da membrana plasmatica
(marcacdo por 7-aminoactinomycin D), externalizacao de fosfatidilserina (marcacgéo
por AX), espécies reativas de oxigénio (marcacao pela forma oxidada de 2’-7’-
diclorofluoresceina) e potencial transmembranico mitocondrial (marcag¢do por
rodamina 123) foram avaliados através citometria de fluxo. Os resultados de MET
indicam indicios autoféagicos, enquanto que MEV e a citometria indicam necrose e
apoptose tardia. Sugerindo um inicio autofagico e progressdo para apoptose e
necrose. Os resultados foram expressos em média = E.P.M e analisados utilizando
ANOVA com Bonferroni’s post-test no programa GraphPad Prism 5. Em concluséo,
0S quatro peptideos avaliados mostraram potencial antichagasico e Hmc666-678,
Hmc364-382 apresentam efeito promissor, com efeito sobre todas as formas
evolutivas de T. cruzi e IS acima de 45 com envolvimento de necrose, autofagia e
apoptose em seu mecanismo de acéo.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Hemocianina; Penaeus
monodon;



ABSTRACT

ANTICHAGASIC EFFECT OF PEPTIDE DERIVED FROM SHRIMP HEMOCYANIN
Penaeus monodon.

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is responsible for the infection of
millions of people in about 21 countries, responsible for the highest number of deaths
among parasitic diseases. Although it has major social and economic impacts in Brazil,
the only drug used for treatment is benzonidazole, which has limited efficacy and high
toxicity. The aim of the present work is to investigate the antihagasic activity of
hemicyanin-derived fragments of Penaeus monodon shrimp with antimicrobial
potential (Hmc666-678, HMc364-382, Hmc185-197 and HmMc476-498), as well as to
investigate their selectivity and mechanism of action. Cytotoxicity of the peptides was
evaluated in LLC-MK2 cells by the MTT method. A cytotoxic effect was observed from
the 50uM concentration. Subsequently, the effect of the peptides on the epimastigote
forms was investigated at 24, 48 and 72 hours by counting in a Neubauer chamber,
finding for Hmc666-678 IC50 / 24h = 4.01uM; IC50 / 48h = 4.86 uM; IC50 / 72h = 8.83
MM, for Hmc364-382 IC50 / 24h = 4.79uM; IC50 / 48h = 4.5 yM; IC50 / 72h = 11.27
MM, for Hmc185-197 IC50 / 24h = 34.14uM; IC50 / 48h = 86.06 uM; IC50 / 72h = 90.86
MM and for Hmc476-498 IC50 / 24h = 24.22 uM; 1IC50 / 48h = 25.63 uM; IC50 / 72h =
22.13 uM. In trypomastigotes the effect was evaluated at the time of 24 hours by
counting in Neubauer chamber, where Hmc666-678, Hmc364-382 have inhibitory
effect at almost all concentrations tested in a similar manner. It was estimated the
selectivity index (1S), where the peptide Hmc364-382 has IS above 55.24, Hmc666-
678 has IS above 45.35, Hmc476-498 has IS 1.99 and Hmc185-197 IS of 1.27. Based
on the selectivity index the Hmc666-678, Hmc364-382 were selected for the later trials.
Effect against amastigote forms was also found after 24 hours of incubation for both
peptides at the IC 50, IC50 / 2 and 2xIC50 concentrations and no reduction in the
percentage of infected cells was observed. In the search for the mechanism of action
of the selected peptides the ultrastructural changes were analyzed by scanning
electron microscopy (SEM) after 24 hours of incubation and transmission (TEM) after
12 incubation. Effects on plasma membrane integrity (7-aminoactinomycin D labeling),
externalization of phosphatidylserine (AX labeling), reactive oxygen species (oxidized
2'-7'-dichlorofluorescein labeling) and mitochondrial transmembrane potential
rhodamine 123) were evaluated by flow cytometry. The results of MET indicate
autophagic signs, whereas SEM and cytometry indicate necrosis and late apoptosis.
Suggesting an autophagic onset and progression to apoptosis and necrosis. The
results were expressed as mean + SEM and analyzed using ANOVA with Bonferroni's
post-test in the program GraphPad Prism 5. In conclusion, the four evaluated peptides
showed anti-hagasic potential and Hmc666-678, Hmc364-382 present promising
effect, with effect on all the evolutionary forms of T. cruzi and IS above 45 with
involvement of necrosis, autophagy and apoptosis in its mechanism of action

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Hemocyanin; Penaeus monodon;
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1. INTRODUGAO

1.1Doenca de Chagas

A doencga de Chagas (DC) foi descrita em 1908 por Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, pesquisador brasileiro, que posteriormente foi nomeado
diretor do Instituto Oswaldo Cruz, de 1917 até sua morte (CHAGAS, 1909). Essa
doencga também é denominada como tripanossomiase americana, terminologia
adotada pela Nomenclatura Internacional, a Dndi (WHO, 2016).

A DC é uma doenca infecciosa causada por um protozoario intracelular
Trypanosoma cruzi e considerada uma antropozoonose, ou seja, uma doenca
que liga o homem ao animal, a mesma é considerada pela Organizagdo Mundial
de Saude uma das dezessete principais doengas tropicais negligenciadas e
considerada a doenca parasitaria responsavel pelo maior indice de 6bitos. O
problema relacionado a esta patologia existe para o homem desde a antiguidade
e continua a ser de relevancia econfmica e social em muitos paises,
principalmente nos pertencentes a América Latina, onde a doenga € endémica
(RASSI, RASSI, MARIN-NETO, 2010; ALVAREZ et al., 2014; COURA, 2015;
WHO, 2016).

De acordo com estudos anteriores, existem no mundo cerca de 8
milhdes de pessoas infectadas e 25 milhdes em risco de adquirir a doencga.
Embora, inicialmente, a DC estivesse restrita a América Latina, uma possivel
mobilidade da populagéo levou ao aparecimento dessa patologia em regides nao
endémicas (AFONSO; EBELL; TARLETON, 2012; WHO, 2016).

A DC foi recentemente listada entre as doengas emergentes presentes
na regiao sul dos Estados Unidos e nas ultimas décadas foi encontrada em
alguns paises europeus, como observado na figura 1 (BEARD et al., 2003; DIAZ;
HISTORY; BURDEN, 2008; GASCON; BERN; PINAZO, 2010; OMS, 2015;
EDWARDS et al., 2017).
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Figura 1. Distribuicdo de Doenga de Chagas no Mundo.

Fonte: WHO, 20016.

No Brasil entre o periodo de 2007 a 2016, foram registrados casos
confirmados da DC em diversas localidades. Cerca de 95%, concentra-se na
regidao Norte, sendo o estado do Para o responsavel por 85% dos casos (WHO,
2016).

A DC apresenta trés fases distintas: aguda, indeterminada e crénica.
A fase aguda ocorre nas primeiras 4-6 semanas ap6s a infecg¢ao, esta pode ser
sintomatica ou assintomatica, iniciando-se com reagao inflamatéria local na
regido de entrada do parasito. Os sintomas mais comuns da fase aguda sao
febre e mal-estar, considerados eventos inespecificos e que sdo comuns em
outras patologias, por isso muitas vezes a fase aguda passa despercebida pelos
portadores. Outros dados clinicos importantes na triagem de paciente com DC
aguda incluem os sinais classicos da picada por barbeiro, observados na figura
3 o chagoma de inoculagao e o sinal de Romana, (COSTA et al., 2011). Porém
em situacdes menos recorrentes podem aparecer como manifestacdes clinicas
como a esplenomegalia, hepatomegalia, insuficiéncia cardiaca e
meningoencefalite, observados na figura 3 (LANA, TAFURI, 2005; BIOLO,
RIBEIRO, CLAUSELL, 2010).

ApOs este periodo, a maioria dos individuos encontram-se
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assintomaticos, apresentando a forma indeterminada da infec¢do, descrita por
Carlos Chagas em 1985, que se caracteriza por positividade sorologica para T.
cruzi e estudos radiolégicos e eletrocardiograficos aparentemente normais
(RASSI, RASSI, MARCONDES DE REZENDE, 2012). Duas décadas apds a
infec¢do, onde a doencga ja se encontra na fase cronica, aproximadamente 30%
dos pacientes infectados podem evoluir para a Cardiopatia Chagasica Crénica
e em torno de 10% desenvolvem a forma digestiva da doencga (AYO et al., 2013;
BESTETTI, RESTINI, 2014).

As imunidades inata e adquirida estdo envolvidas no controle do
crescimento de T. cruzi, no entanto, o parasito ndo é totalmente eliminado
através da resposta imune, persistindo no hospedeiro. Com isso ha continuidade
da resposta imunoldgica, que pode resultar em lesdes teciduais observadas nas
manifestacdes clinicas da doenca (LANA, TAFURI, 2005). Como relatado o
infiltrado inflamatdério pode ser responsavel pelas lesdes teciduais verificadas na
DC cronica (CUNHA-NETO et al., 2009; DUTRA et al., 2009). Além disso,
guimiocinas e seus receptores podem estar envolvidos na patogénese dessa
doenca (MACHADO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016).

A DC é transmitida classicamente pelas fezes e urinas contaminadas
com o parasito, essas sao e liberadas ap0s o repasto sanguineo por seus insetos
vetores, porém também pode ocorrer a transmissao por transfusdo sanguinea,
via congénita e pela ingestdo de alimentos ou bebidas contendo as formas
infectantes do parasito. Outros mecanismos, considerados menos frequentes,
incluem acidentes de laboratério e transplante de 6rgdos (COURA, 2007;
COURA, 2015).

No Brasil, os meios de transmissao mais frequentes sao a vetorial e
a infecgdo oral, principalmente pela ingestdo de agai e caldo de cana
contaminados com T. cruzi (ANDRADE, GOLLOB, DUTRA, 2014). Esta via de
transmissao € geralmente associada com uma alta concentracdo parasitaria,
resultando em uma manifestacao clinica aguda mais severa com altos indices
de mortalidade (TOSO; VIAL; GALANTI, 2011).

O diagnéstico da DC deve ser realizado de forma a unir evidéncias
epidemiologicas em associagao de provas laboratériais e sinais clinicos, com o
objetivo de aumentar o grau de predicao e acuracia (COSTA et al., 2011). Sé&o

usados testes laboratoriais distintos para diagndstico de pacientes na fase aguda
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e crbnica, de acordo com as normas vigentes no Brasil (COSTA et al., 2017).

1.2Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi € um protozoario unicelular e parasito obrigatorio.
Possui um unico flagelo e uma unica mitocéndria alongada que termina em um
cinetoplasto que contém o DNA mitocondrial. Este é classificado dentro da
Ordem Kinetoplastida, da classe Zoomastigophorea, que se desenvolve em
insetos hematofagos da familia Reduviidae, em pequenos mamiferos de vida
silvestre e em humanos (CHAGAS, 1909; RASSI; MARINNETO, 2010).

T. cruzi possui ciclo de vida complexo, classificado como heteroxénico,
pois requer passagem obrigatéria em dois hospedeiros, o0 inseto vetor
triatomineo, e um hospedeiro vertebrado. O parasito passa por uma fase de
multiplicagao intracelular no hospedeiro vertebrado e extracelular no inseto vetor
(BONNEY; ENGMAN, 2010).

Durante seu ciclo de desenvolvimento, o parasito apresenta trés
principais formas evolutivas, morfolégica e funcionalmente distintas:
epimastigota (forma proliferativa n&o infectante, presente no intestino médio do
inseto), tripomastigota (forma nao proliferativa infectante, presente na porcao
posterior do intestino do inseto) e amastigota (forma proliferativa intracelular).
Figura 2 (ADADE et al., 2013).

Figura 2: Formas evolutivas de T. cruzi.
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Fonte: Adaptado de ROSSI et al. (2003).
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O inseto vetor triatomineo se infecta ao se alimentar do sangue de
um hospedeiro vertebrado infectado com as formas tripomastigotas sanguineas.
Uma vez ingeridas, as formas tripomastigotas migram para o estdmago do
inseto, onde a maioria € destruida por enzimas digestivas. Os parasitos
remanescentes se transformam em formas epimastigotas, que por sua vez
migram para o intestino médio do inseto e se multiplicam por divisdo binaria
(CHATELAIN, 2017). Parte das epimastigotas migram para o intestino posterior
onde se diferenciam nas formas tripomastigotas metaciclicas, as formas
infectantes para varias espécies de mamiferos, inclusive o ser humano.

A infeccao do hospedeiro vertebrado ocorre no momento do repasto
sanguineo o triatomineo, quando o inseto deposita junto a regiao da picada
excrementos contaminados com formas tripomastigotas metaciclicas. Também
ocorre a liberagao de uma substancia irritante que ocasiona prurido, levando a
um incébmodo e coceira local, 0 que leva os tripomastigotas metaciclicos sao
levados para o orificio da picada pelo proprio hospedeiro vertebrado,
caracterizando o inicio do processo de infeccao (SOUZA; CARVALHO;
BARRIAS, 2010).

Apos a infecgao, as formas tripomastigotas metaciclicas sdo capazes
de sobreviver e reproduzir-se em uma variedade de células nucleadas (SILVA
et al., 2007). O tripomastigota metaciclico, se liga aos receptores de superficie
celular no hospedeiro mamifero, onde o parasito é levado para um vacuolo
parasitoforo. Isso ocorre, independentemente, da célula hospedeira ser ou nao
fagocitica (FRANCISCO et al, 2017), onde se convertem em formas
amastigotas; que por sua vez se proliferam no interior da célula por sucessivas
divisdes binarias e, apos isso, ocorre a diferenciagdo em formas tripomastigotas
que rompem a célula e caem na circulagéo sanguinea (LIMA et al., 2010). Apés
a ruptura celular, as formas tripomastigotas liberadas na corrente sanguinea
podem infectar novas células e disseminar-se para outros 6rgdos ou serem
ingeridas por outro inseto vetor, propagando o ciclo, representado na figura 3
(MUNOZ-SARAIVA et al., 2012).
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Figura 3. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
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Morfologicamente a membrana plasmatica de T. cruzi, pode ser
observada na figura 4, é constituida por dupla camada lipidica associada com
diferentes proteinas, além de constituintes que estdo em contato com o meio
extracelular formando o glicocalice. As proteinas tais como, mucinas,
transialidase e a familia Tc85, estao distribuidas ao longo da barreira bilipidica
(SOUZA, 2009). A camada glicocdlice é constituida por glicolipidios,
glicoproteinas e lipopeptidios sendo que nas formas tripomastigotas é cerca de
trés vezes mais espessa que em epimastigota (MARTINS et al., 2012).

O flagelo € uma estrutura que esta presente nas trés formas
evolutivas, porém de maneira diferenciada. Sua principal fungéo é proporcionar
mobilidade ao parasito sendo também alvo de alguns grupos de drogas
tripanocidas. Sao formados por 9 pares de microtubulos periféricos, um par
central e emergem de uma invaginagdo da membrana plasmatica, a bolsa
flagelar. Em epimastigotas e tripomastigotas o flagelo esta aderido em uma

estrutura na membrana denominada zona de adesio e em todas as formas esta
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associado ao corpusculo basal e ao cinetoplasto, observado na figura 4 (SOUZA
2009).

Afamilia Tripanosomatidae é caracterizada por possuir apenas uma
mitocdndria, que esta ramificada ao longo do corpo do parasito, apresentando
cristas e parede irregular. Esta presente em todos os estagios evolutivos,
podendo variar na organizagéo estrutural e na composi¢gao molecular (ADADE e
SOUTO-PADRON, 2010; MARTINS et al., 2012). A mitocoéndria de T. cruzi esta
relacionada com uma estrutura de redes de DNA mitocondrial (kDNA),
denominada de cinetoplasto, que representa 30% do DNA total da célula. Esta
localizado préximo ao nucleo, mas sua forma e estrutura variam com o estagio
de desenvolvimento do parasito (SOUZA, 2009). Nas formas epimastigotas e
amastigotas se apresentam em forma de bastdo, enquanto que nas
tripomastigotas o KDNA se organiza em filamentos, observados na figura 4
(ADADE E SOUTO-PADRON, 2010).

Os reservossomos sao estruturas concentradas na regido posterior
das formas epimatigotas e perdidas durante a transformacao em tripomastigota
(MARTINS et al., 2012). Acumulam proteinas e lipidios oriundos da endocitose,
dessa forma sua principal fungdo € armazenar e degradar moléculas. As formas
tripomastigotas e amastigotas ndo possuem reservossomos, porém apresentam
estruturas semelhantes com fungao lisossomal (reservossomo-like) (DE SOUZA,
2009).

Os glicossomos sao organelas de formas esféricas ou alongadas
com matriz homogénea e envolvidas por uma membrana. A maioria dos
mecanismos glicolidicos ocorre nos glicossomos, sendo considerado um tipo
especial de peroxissomos devido a presenga de catalase (DE SOUZA, 2009;
ADADE E SOUNTO-PADRON, 2010). Os acidocalcisomas sdo organelas
vacuolares acidas, capazes de transportar calcio e prétons no parasito. Suas
principais fungdes sao: regulacao de pH; armazenamento de calcio, magnésio,
fésforo e regulagao osmaética (DE SOUZA, 2009).

O nudcleo do T. cruzi apresenta uma tipica membrana com poros e
cromatina condensada. A membrana nuclear permanece intacta durante todo o
processo de divisdo, entretanto, ocorre desorganizagdo interna com
aparecimento de microtubulos, dispersdo da cromatina e desaparecimento do

nucleolo (DE SOUZA, 2009). Os estudos ultraestruturais do nucleo podem
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indicar o mecanismo de morte do parasito na presenca de diferengcas drogas
(ADADE E SOUNTO-PADRON, 2010).

Figura 4. Diagrama ultraestrutural da forma epimastigota.
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Fonte: FioCruz 2017.

1.3Tratamento

O tratamento da DC ainda é limitado a duas drogas existentes ha
mais de 40 anos: nifurtimox produzido em 1967 e benzonidazol, introduzido na
terapéutica em 1972, ambos medicamentos sugerem um mecanismo de agao
envolvendo a redugdo de grupos nitro através da nitroredutase, gerando
espécies citotdoxicas que danificam DNA, lipideos e proteinas, com o intuito de
combater o parasito (DOCAMPO e MORENO, 1986; CLAYTON, 2010). O
nifurtimox, primeiro a ser indicado para o tratamento da forma aguda da Dc, foi
langado pelo Laboratério Bayer com o nome comercial de Lampit®, enquanto o
benzonidazol, composto nitroheterociclico (N-benzil-2nitro-1-
imidazolacetaminda) (Figura 5) foi produzido, inicialmente, pelo Laboratério
Roche com o nome comercial de Rochagan®, e teve sua patente transferida
para o Brasil em 2003, passando a ser produzido pelo Laboratério Farmacéutico
de Pernambuco (LAFEPE) (OLIVEIRA et al., 2008). No Brasil, o nifurtimox foi
proibido de ser comercializado em nosso pais, por conta de sua elevada
toxicidade (LANA, TAFURI, 2005).

O benzonidazol deve ser preferencialmente administrado na fase
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aguda, pois é nesta fase que apresenta maior eficacia na cura da infecgdo. O
Ministério da Saude recomenda o uso do benzonidazol na fase crénica da DC
para penas um grupo restrito de pacientes, como por exemplo os jovens, ja que
este medicamento ndo consegue eliminar totalmente o parasito e desencadeia
muitos efeitos adversos (PEREZ-AYALA et al., 2011). A terapia em longo prazo
pode ser altamente toxica ao organismo (ANDRADE et al., 2011).

Entre os efeitos adversos comumente observados em pacientes que
utilizam este medicamento estdo as reagdes cutaneas, febre, dermatite atopica,
eritomatose, erupgdes sensiveis a luz, purpura, perda de peso e disturbios
gastrointestinais, logo nas primeiras semanas de tratamento. O avancgar do
tratamento pode culminar em leucopenia, trombocitopenia e disturbios
neurolégicos como degeneracado neuronal e desmielinizacdo (HASSLOCHER-
MORENQO et al., 2012; VIOTTI et al., 2009). A necessidade do emprego deste
medicamento em esquemas posoldgicos prolongados, de pelo menos dois
meses, com doses diarias de 5-7 mg/kg de peso corporal, facilita o surgimento
dessas reagdes (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; HASSLOCHER-
MORENO et al., 2012).

FIGURA 5. Estrutura molecular do benzonidazol

Fonte: NOGUEIRA et al., (2011).

Assim, o principal recurso disponivel para individuos em fase
crbnica normalmente nao abrange o combate ao parasito nem a doenca:
consiste meramente em amenizar os sintomas para que o portador de Chagas
tenha uma melhor qualidade de vida e uma maior expectativa de vida. (RIBEIRO
et al., 2012). No entanto, é importante destacar que a fase crbnica é a

apresentacao clinica mais comum desta enfermidade (CLAYTON, 2010a,
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2010b).

O mecanismo de agao do benzonidazol ainda ndo foi totalmente
elucidado. Alguns estudos sugerem que benzonidazol atua como um pro-
farmaco sendo ativado por nitroredutases mitocondriais parasitarias, que
reduzem o benzonidazol gerando metabdlito téxico sem significativa geracao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (WILLKINSON et al., 2011). No entanto, o
possivel mecanismo mais relatado na literatura sugere que o efeito tripanocida
do nitrocomposto deve-se a redugdo dos grupamentos nitro, resultando na
formacdo de espécies reativas de oxigénio (como o anion superoxido e o
peréxido de hidrogénio) e metabdlitos eletrofilicos, os quais podem fazer
ligagcbes covalentes com macromoléculas vitais do parasito e promover dano
oxidativo ao T. cruzi (MAYA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; SESTICOSTA et
al., 2014; URBINA; DOCAMPO, 2005).

1.4. Bioprospecgao de moléculas bioativas

Desde o inicio da humanidade, o ser humano busca na natureza recursos
para aliviar a dor e tratar as doencgas que o acomete. Basicamente, os recursos
terapéuticos utilizados pelos nossos ancestrais concentravam-se nos recursos
advindos da natureza seja estes oriundos de plantas, animais ou minerais
(BARBERATO FILHO, 2006).

Os produtos naturais fornecem uma fonte rica de novos medicamentos
para tratar diversas doencgas, como as negligenciadas (LI VEDERAS, 2009). As
substancias bioativas derivadas de produtos animais apresentam potencial
aplicagédo em biotecnologia (SILVA et al., 2014), pois possuem estruturas com
grande diversidade e especificidade quimica, e outras propriedades moleculares
que os tornam favoraveis como substancias que conduzem a descoberta de
novas drogas (LAHLOU, 2013; SILVA et al., 2014).

Os oceanos se tornam uma opg¢ao de busca, pois representam cerca de
70% do habitat terrestre, sendo responsaveis por um grande numero de
organismos com alta diversidade bioldgica e quimica. Embora a maioria das
drogas ainda seja derivada de fontes terrestres, um numero consideravel de
drogas, candidatos a medicamentos e outros metabdlitos de organismos
marinhos foram identificados nos ultimos anos. Cerca de 30.000 compostos de
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origem marinha sao conhecidos e, desde 2008, mais de 1.000 compostos sé&o
descobertos a cada ano. Eles sao frequentemente caracterizados pela novidade
estrutural, complexidade e diversidade ( KIURU et al ., 2014 ; HU et al ., 2015).

Com base em suas estruturas, os produtos naturais marinhos
identificados pertencem a varios grupos quimicos como os: policetideos,
terpenos, saponinas esteroidais ou triterpénicas, carboidratos, compostos
alifaticos, aminoacidos, alcaldides, peptideos, lipopeptideos e proteinas. A maior
propor¢ao de compostos bioativos pertence ao grupo dos peptideos ( HU et al.,
2015). A maioria destes compostos foi isolada de animais invertebrados
marinhos. Assim o ambiente aquatico atrai cada vez mais atengdo para a
descoberta de moléculas bioativas (JENSEN E FENICAL, 2000; SCHWEDER et
al., 2005; TARMAN et al., 2013).

Previamente, foi descoberto que compostos anti-cancer representavam
mais da metade dos novos produtos naturais marinhos descobertos de 1985 a
2012. Seguido por compostos com atividade antibacteriana (HU et al.,
2015), atividades antiinflamatérias (CHEUNG et al., 2016), antifungicas,
antivirais (MAYER et al ., 2010 ).

O mercado global de produtos farmacéuticos de origem marinha é de
cerca de US$ 5 bilhdes. No entanto, apesar de descobertas promissoras, como
o fungo produtor de cefalosporinaem 1948 na costa da Sardenha, poucos
medicamentos derivados da biodiversidade marinha foram aprovados,
embora os invertebrados marinhos tenham se mostrado boas fontes de
compostos biologicamente ativos . Exemplos de medicamento incluem
trabectedina (Yondelis ®, uma droga antitumoral derivada do mar do
Caribe), vidarabina (uma droga antiviral derivada de uma esponja
marinha), citarabina (Ara-C, um agente antileucemia derivado de esponja)
e ziconotida (um agente analgésico derivado de um peptideo pertencente ao
caramujo cbénico) (SK, 2015). A biodiversidade marinha ¢é, portanto, um
importante recurso inexplorado, especialmente em paises com alta
biodiversidade endémica (LINDEQUIST, 2016).
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1.5Camarao Penaeus monodon e Hemocianinas.

Conhecido como  camaréo-tigre-gigante, Penaeus monodon
(FABRICIUS, 1798) é uma espécie de camarao peneideo originaria das aguas
costeiras da regido Indo-Pacifica, que pode atingir um comprimento de 33 cm
e apartir da década de 1970 passou a ser utilizado em cultivos no Brasil
(COELHO et al., 2001).

Para se defender de patégenos, os camardes utilizam sua imunidade
natural. O sistema imune inato € baseado na acdo dos componentes celulares
(hemacitos) e humorais (34 moléculas ativas) do sistema circulatério, os quais
interagem para detectar e eliminar microrganismos e parasitos estranhos
(BACHERE, 2000).

A hemocianina (HMC) é a molécula nos artropodes equivalente a
hemoglobina humana. A HMC, principal componente da hemolinfa, é uma
glicoproteina gigante extracelular contendo cobre e representa tipicamente até
95% da quantidade total de proteina. E incolor na forma desoxi e azul na forma
oxigenada, cuja funcéo tradicional € o transporte de oxigénio para o organismo
(VAN HOLDE, MILLER, 1995). Foi demonstrado também que a hemocianina
esta envolvida em outros processos fisiolégicos como armazenamento de
energia, osmorregulacao, ciclo de muda e formacao de exoesqueleto (ADACHI
et al., 2005), além de possui atividade antimicrobiana, possivelmente por atuar
como uma proteina multifuncional associada a defesa imunitaria em
invertebrados (PAUL E PIROW,1998; COATES E NAIRN, 2014).

No curso de uma infec¢do, em algumas reacdes de defesa, varias
moléculas tem sua expressdo estimulada. Essas moléculas participam do
reconhecimento de padrbes moleculares, acionando mecanismos de defesa
celulares e humorais ou mesmo a resposta antimicrobiana direta. Entre elas
estdo as lectinas e peptideos antimicrobianos (PAMs) (HOLMBLAD;
SODERHALL, 1999; THEOPOLD et al., 2004).

Componentes da resposta imune inata de invertebrados, como peptideos
antimicrobianos, atuam como primeira linha de defesa contra organismos
patogénicos. Estes peptideos foram selecionados no curso da evolugao por sua
capacidade de atacar bactérias, fungos, protozoarios e virus (TORRENT et al.,
2013, MAROTI et al., 2011; ZASLOFF, 2002). Os peptideos antimicrobianos e
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seus derivados sintéticos apresenta efeitos contra cepas bacterianas Gram-
positivas e Gram-negativas, e efeitos antiparasitarios contra T. cruzi,
trypanosomas africanos e Leishmania spp (LUQUE-ORTEGA et al., 2008;
KULKARNI et al., 2009a).

Estudos demonstram que em certos invertebrados, como aranhas,
moluscos e camardes, 0s peptideos antimicrobianos sdo sintetizados
constitutivamente nos hemacitos e armazenados em seus granulos (Bachere et
al., 2004). A atividade antimicrobiana de fragbes derivados da hemocianina; a
partir da hemolinfa dos moluscos Rapana venosa e Helix aspersa foi encontrada
a subunidade pc-HaH com atividade contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus epidermidis e Escherichia coli(DOLASHKA et al., 2016).Derivado
da Hmc da lagosta-vermelha (Procambarus clarkii) as proteinas recombinantes
rPcHMC1-T e rPcHMC1-C mostraram forte atividade antimicrobiana contra
Vibrio parahaemolyticus e S. aureus por inibicdo do crescimento bacteriano,
fenoloxidase (PO) e testes de fagocitose (QIN et al, 2018). A partir do
hemocianina do Haliotis rubra, foi originada um composto marinho com atividade
antiviral contra infec¢des pelo virus herpes simplex 1 (HSV-1) (ZANJANI et al.,
2016).

Além disso, também ja foi demonstrado que HMC do
camarao Litopenaeus vannamei poderia reagir com IgG humana ou IgA como
um antigeno (ZHANG, 2006), se ligam a oito bactérias como uma aglutinina,
interagem com eritrécitos ndo homogéneos como uma hemolisina (ZHANG,
2009), e aumentam a resposta imune do camardo a imunoestimulantes como
uma proteina imuno-estimulante relacionada (QIAO, 2011). A atividade
antifungica foi encontrada em fragmentos peptidicos da hemolinfa do camaréao
Penaeus (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2001), além disso hemécitos das
fases larvais do camardao do género Penaeus vannamei sao coletados para
produzir e armazenar penaedins, uma classe de peptideos antimicrobianos
(RAVICHANDRAN et al., 2010).

1.6 Peptideos Antimicrobianos e propriedades fisico-quimicas

Os peptideos, em geral, sdo responsaveis por uma minima

imunogenicidade, excelente penetrabilidade nos tecidos, baixo custo de
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producao e facilidade em modificagdes moleculares para melhorar sua atividade
bioldgica e sua estabilidade in vivo. Assim, peptideos antimicrobianos (PAMs)
oriundos de animais podem ser potenciais candidatos para antiparasitarios
(SUN; HUANG, 2016; TORRENT et al., 2012; YAVARI et al., 2018).

PAMs sao um grupo heterogéneo de proteinas de natureza pequena,
catidnica e anfipatica em sua grande maioria, sendo usados pelo sistema imune
inato de animais, plantas e seres humanos, como componentes chave, atuando
como primeira linha de defesa imediata contra organismos patogénicos. Estes
peptideos foram selecionados no curso da evolugdo por sua capacidade
antimicrobiana (COLE; LEHRER, 2003; TORRENT et al., 2013; ZASLOFF,
2002).

Nas ultimas décadas diversos PAMs estdo sendo estudados e
evidenciados em relacdo a sua atividade antichagasica, como por exemplo
podemos citar as catelicidinas, batroxicidina (MELLO et al., 2017) e crotalicidina
(BANDEIRA et al., 2017) e sDq-2561 e sDg-3348 que demonstraram alto indice
de seletividade e efeito contra amastigotas de T. cruzi (LIMA et al., 2018).

E possivel encontrar peptideos derivados de animais que foram
utilizados como modelo para o desenvolvimento de novos medicamentos
(HARVEY, 2014), como o captopril, utilizado em casos de hipertensao,
exanatida, utilizado no tratamento de diabetes e o ziconotida, utilizado como
anestésico.

Apesar do ambiente aquatico ser mais extenso e diversificado do que
o0 ambiente terrestre, ele ainda € menos conhecido e estudado. A partir de
meados do século passado um conjunto com novas técnicas de purificagao e
identificacdo de moléculas, levaram a um grande avango na bioprospecc¢ao
aquatica (KELECOM, 1997), assim como estudos com o camarao.

Apesar dos peptideos antimicrobianos poderem apresentar uma
grande diversidade estrutural, € possivel agrupa-los em classes distintas de
estruturas secundarias (JENSSEN et al., 2006). As estruturas mais comumente
observadas séo as a-hélices, formadas apenas quando o peptideo entra em
contato com a membrana, e as folhas-$ estabilizadas por liga¢des dissulfeto 2-4
e gue ocasionalmente apresentam pequenas porcdes de estrutura a-hélice

(RESENDE et al., 2008), estas estruturas associadas as diferentes constituicdes
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de aminoacidos auxiliam a determinar os mecanismos de interagdo com as
células-alvo (WANG et al., 2015).

Os peptideos antimicrobianos possuem como mecanismo de agao mais
comum a alteracdo de permeabilidade da membrana celular, mas também
podem atuar inibindo a sintese da parede ou a atividade enzimatica de
microrganismos patogénicos (GUILHELMELLI et al., 2016). Diferengcas de
estruturas/mecanismo alvo permitem que os PAMs possam ser agrupados em
duas familias de acordo com os principais mecanismos de atuacdao (WANG,
2013). O primeiro grupo corresponde as moléculas que atuam sobre a
membrana  citoplasmatica, induzindo a sua permeabilizacdo e,
consequentemente a interrup¢ao de seu normal funcionamento. O mecanismo
de inibicdo ou morte celular pode ser explicado pela formagcdo de poros na
membrana, que no extremo, levam a sua ruptura (SATO e FEIX, 2006; LEE et
al., 2016). O segundo grupo corresponde a compostos cujos alvos de atuagao
sao essencialmente intracelulares, principalmente sobre os acidos nucleicos
(WANG, 2013).

Varios autores propfem que as atividades antimicrobianas nao
dependem apenas de sequéncias especificas ou estruturacdes secundarias
(MOWERY, 2007), mas da composicdo em um modo geral que determina
exclusivamente as propriedades fisico-quimicas desses peptideos e, por sua
vez, a atividade biologica dessas moléculas (FINDLAY, 2010). De fato, muitas
dessas propriedades sao intrinsecas e exclusivas para cada residuo de
aminoacido e mudancas sutis levam a diferencas relevantes em funcoes
biologicas da molecula, como a habilidade de inibir o crescimento de micro-
organismos ou sua citotoxicidade.

Um exemplo classico disso é o trabalho realizado por Eisenberg et al.
(1982), que criou uma ferramenta fisico-mateméatica nomeada "momento
hidrofébico"(uH) muito atil para caracterizar sequéncias de peptideos e
proteinas. Este parametro, juntamente com a hidrofobicidade (H) e a carga
liquida (z) de peptideos, tem sido amplamente utilizado em estudos de andlise
racional de interacfes peptideo-membrana (DRIN; ANTONNY, 2010).

O momento hidrofébico (uH), medida quantitativa direta de anfipaticidade,
é calculada por meio da soma dos vetores individuais da hidrofobicidade de cada
aminodacido presente na sequéncia de um peptideo (TEIXEIRA; FEIO; BASTOS,
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2012). As mudancas na hidrofobicidade de uma sequéncia estdo intimamente
relacionadas com sua capacidade de permear membranas eletricamente
neutras. De acordo com Wieprecht et al. (1997), um aumento de yH de um
peptideo, mantendo todos 0s outros parametros fisico-quimicos constantes,
potencializa consideravelmente sua permeabilizacdo em vesiculas constituidas
lipidicas, o que é atribuido a um aumento da afinidade do peptideo com a
membrana. A maioria dos PAMs possuem regides polares e apolares, resultantes
da segregacao de residuos, assim podem-se ligar a constituintes hidrofobicos e
hidrofilicos das membranas dos microorganismo (MALANOVIC et al., 2016)
induzindo alteragdes na sua estrutura e integridade (BECHINGER, 2015).

Residuos de aminoacidos séo classificados de acordo com 0s grupos
funcionais de sua cadeia lateral como, hidrofébicos, hidrofilicos carregados e
nao-carregados. Essa classificacdo e originaria de escalas de hidrofobicidades,
nas quais ensaios experimentais ou simulagdes computacionais sao utilizadas
para classificar quantitativamente a hidrofobicidade de aminoacidos em
determinados meios (WHITE, 2007).

Em vista que a DC atualmente nao possui um tratemento ideal, novas
moléculas de origem animal podem ser utilizadas como modelos na descoberta

de medicamentos promissores.
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2.JUSTIFICATIVA

A DC é classificada como uma doenga negligenciada, sendo esta
a principal doenga parasitaria responsavel por morbidade e mortalidade
mundial, principalmente na populagdo da América Latina e da América do Sul
(DIAS, 2002; BARRETO, 2011; NOBREGA, 2014). Ainda existem varias lacunas
no conhecimento de pontos cruciais na doenga de Chagas: o ciclo de vida de T.
cruzi nos hospedeiros humanos, a ecologia do ciclo silvestre, os mecanismos de
acao de drogas contra o parasito e a acessibilidade dos pacientes aos sistemas
de saude. O financiamento para a DC em 2012 foi de 31,7 milhdes de ddlares, o
que representa cerca de 1% do financiamento total em P&D gasto com doencgas
negligenciadas globalmente (PESQUISA G-FINDER, 2013). Além disso, a
pesquisa de novas e melhores drogas foi retardada ou esquecida durante anos
até muito recentemente (VIOTTI et al., 2014).
No Brasil, o unico medicamento disponivel é o benzonidazol, porém
a sua eficacia ocorre logo a ap6és a infecgao, ou seja, na fase aguda, possuindo
uma taxa média de cura entre casos agudos e recentes de 80%, entretanto,
inferior a 20% nos crénicos (COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; SESTI-COSTA
et al., 2014). Além disso, o tratamento causa diversos efeitos colaterais, nédo
possui uma acao eficiente em cepas resistentes, além de contraindicado para
individuos com insuficiéncia renal, hepatica ou mulheres gravidas
(HASSLOCHER-MORENQO et al., 2012; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).
A OMS define como requisitos para um bom quimioterapico: (a)
cura parasitolégica dos casos agudos e cronicos da infeccao; (b) efetividade em
uma dose simples ou em poucas doses; (c) acessibilidade ao paciente, baixo
custo e facil obtengao; (d) sem efeitos colaterais ou efeitos teratogénicos; (e) ndo
ter a necessidade de internagéo para o tratamento e (f) auséncia de resisténcia
do agente etiolégico (COURA; DE CASTRO, 2002). O benzonidazol nao atende
a todos os critérios, de forma que se faz necessario a pesquisa por novas
alternativas terapéuticas. Assim, existe uma real necessidade de se desenvolver
uma forma mais eficaz de terapia contra a DC com o minimo de efeitos colaterais
possiveis (CHATELAIN, 2017).
O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, estimada
em cerca de 20% do numero total de espécies do planeta. Esse imenso
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patrimdnio, tem na atualidade valor econdmico-estratégico inestimavel em varias
atividades, mas é no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde
reside sua maior potencialidade (PANDEY, 1998; CRAGG, 1997).

A bioprospeccdo marinha envolve a utilizacdo racional do potencial
biotecnoldgico da biodiversidade dos oceanos. Os oceanos ocupam mais de
70% da superficie do planeta e oferecem cerca de 300 vezes mais espaco
habitavel do que o ambiente terrestre (PINTO et al., 2002; TEIXEIRA, 2010;
MARTINS et al., 2014). Muitos peptideos antimicrobianos foram descritos em
diversos grupos de seres vivos, dentre eles moluscos, insetos, crustaceos,
plantas, anfibios, peixes e mamiferos, com potencial antiprotozoario (LI et al.,
2012; YEUNG; GELLATLY; HANCOCK, 2011). Assim os PAMs derivados de
animais aquaticos merecem especial atencao devido as inUmeras possibilidades
de suas aplicacbes e como fonte alternativa contra agentes infeciosos multi-
resistentes (JINDAL et al., 2015) mas também por possibilitarem que os seus
farmacoforos sejam a base para a descoberta de novas moléculas
antimicrobianas (RAPSCH et al., 2014; JINDAL et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar a atividade antichagasica in vitro dos fragmentos peptidicos com
potencial antimicrobiano derivados da hemocianina do camardo

Penaeus monodon.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a toxicidade dos peptideos derivados da hemocianina do
P. monodon em relacdo as células de mamiferos LLC-MK2.

e Determinar o efeito antiparasitario dos peptideos estudados sobre formas
epimastigotas e tripomastigotas de cepa Y de Trypanosoma cruzi.

e Calcular o indice de seletividade dos peptideos estudados em relagdo ao
Tripanosoma cruzi

e Determinar a atividade dos peptideos promissores sobre as formas
amastigotas de cepa Y de Trypanosoma cruzi

¢ Investigar o mecanismo de acao dos peptideos promissores sobre a forma

epimastigota de cepa Y de Trypanosoma cruzi.



Materiais
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencgao dos peptideos

A estrutura da hemocianina do P. monodon foi obtida a partir do banco de
dados Protein data bank (PDB) e submetida ao software de computacional AMPA,
um programa de algoritimos que identificou quais os fragmentos que possuiam
potencial antimicrobiano por meio da similaridade da sequéncia de aminoacidos
presentes e caracteristicas fisico-quimicas de peptideos antimicrobianos ja descrito
na literatura. Os peptideos foram desenhados, preparados e caracterizados (Tabelas
1, 2 e 3) pelo grupo do Prof. Dr. Gandhi Radis-Baptista, do Lab. Biogq &
Biotec/Labomar/UFC, os quais foram gentilmente cedidos para serem usados no
desenvolvimento desse trabalho de dissertagao.

Tabela 1 Sequéncia de aminoacido da hemocianina do Penaeus monodon.

Sequéncia da hemociana de Penaeus monodon

MGTVNMKVLLLFALVAAAAAWPNFGFQSDAGGAADAQKQHDVNFLLHKIYGDIRDS

NLKGKADSFDPEANLSHYSDGGKAVQKLMRDLKDNRLLQQRHWFSLFNPRQREEA
LMLFDVLIHCKDWDTFVSNAAYFRQIMNEGEFVYALYVAVIHSPLSEHVVLPPLYEVTP
HLFTNSEVIEAAYRAKQTQKPGKFKSSFTGTKKNPEQRVAYFGEDIGMNTHHVTWH
MEFPFWWDDKYSHHLDRKGENFFWVHHQLTVRFDAERLSNYLDPVDELHWEKPIV
QGFAPHTTYKYGGQFPSRPDNVDFEDVDGVARIRDLLIVESRIRDAIAHGYIVDRAGN
HIDIMNERGIDVLGDVIESSLYSPNVQYYGALHNTAHIVLGRQSDPHGKYDLPPGVLE
HFETATRDPSFFRLHKYMDNIFKEHKDSLPPYTVEELTFAGVSVDNVAIEGELETFFED
FEYNLINAVDDTEQIPDVEISTYVPRLNHKDFKIKIDVSNNKGQEVLATVRIFAWPHLDN
NGIEFTFDEGRWNAIELDKFWVKLPAGTHHFERKSSESAVTVPDFNHYGSHGKYPDN
RPHGYPLDRKVPDERVFEDLPNFGHIQVKVFNHGEYIQHD

Legenda: Sequéncias de aminoacidos presentes na hemocianina do camarao do
Penaeus monodon e em negrito as sequéncias selecionas com potencial antimicrobiano
pelo AMPA.

Fonte: Atabela foi elaborada e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Gandhi Radis-Baptista e
Dr.Jean-Etienne Morlighem (Tabela 1), Lab Bioq & Biotecnologia, Labomar/UFC.
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Tabela 2 Caracteristicas dos peptideos derivados da hemocianina do Penaeus
monodons

Nome do Estrutura primaria Estrutura
peptideo Tamanho dos peptideos MM secundaria
a-helice /
Hmc185-197 130 AKQTQKPGKFKSS © 143369 @ folha-p &=
a-heélice / a-
Hmc364-382= 19 NVOYYGALHNTAHIVLGRO © 2154 4319 hélice =
folha-p /
Hmcd76-498 23E ISTYVPRLMHKDFKIKIDVSNMK®E 2730199  folha-plE
Hmche6-678 13® FGHIQVKVFNHGE=E 1610.7319  folha- B

Legenda: Nomenclatura dos peptideos (a) Tamanho da sequéncia de aminoacidos (b)
Estrutura primaria dos peptideos (c) Massa Molar (d) Estrutura secundaria (e). AMPA
result highlighted (threshold 0,225) & cyan (0, 25), Best results for potential antimicrobial
peptides (http://tcoffee.crg.cat/apps/ampa/do).

Fonte: Atabela foi elaborada e gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Gandhi Radis-Baptista e
Dr.Jean-Etienne Morlighem (Tabela 1), Lab Bioq & Biotecnologia, Labomar/UFC.

Tabela 3 Caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos derivados da
hemocianina do Penaeus monodons.

Nome do pl* Carga liquida Hidrofobicidade = Momento
peptideo (2) hidrofobico
(uH)
Hmc185-197@ -(b) 4(©) -0.108@ 0.215¢)
Hmc364-382@ 10.5() 1() 0.424) 0.179¢)
Hmc476-498@ 10.7®) 3() 0.218@ 0.176©)
Hmc666-678@ 9.370) o) 0.433) 0.338)

Legenda: Nomenclatura dos peptideos (a) Tamanho da sequéncia de aminoacidos (b)
Carga liquida em pH e pl neutro (c) Carga liquida (d) Hidrofobicidade (e) Momento
hidrofobico. *http://www.pep-calc.com/ AMPA result highlighted (threshold 0,225) &
cyan (O, 25), Best results for potential antimicrobial peptides
(http://tcoffee.crg.cat/apps/ampa/do).

Fonte: Atabela foi elaborada e gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Gandhi Radis-Baptista e
Dr.Jean-Etienne Morlighem (Tabela 1), Lab Biog & Biotecnologia, Labomar/UFC.

4.2 Cultivo e manutencgao celular
4.2.1 LLC-MK2

As células epiteliais de rim de macaco LLC-MK2 foram doadas pelo
Laboratério de Bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade de Séao

Paulo, e foram cultivadas em garrafas de cultura celular de 25 cm? em meio
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DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) composto de glutamina (0,58 g/L),
bicarbonato de sédio (3,7 g/L), glicose (4,5 g/L), piruvato de sédio (0,11 g/L), sais
inorganicos, vitaminas e outros aminoacidos, acrescido de penicilina (100
Ul/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e 10% de soro bovino fetal (SBF). Alinhagem
foi mantida em estufa a 5% de CO2 e 37°C, sendo observada diariamente em
microscopio optico invertido, até atingirem confluéncia (CECILIO et al., 2013). A
manutencio celular foi feita por meio de repiques, procedimento em que as
células sdo removidas da superficie da garrafa, tém sua viabilidade avaliada por
quantificacdo em camara de Neubauer na presencga de azul de trypan e séo

entdo transferidas para uma nova garrafa.

4.2.2 Formas Epimastigotas

As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT
composto de cloreto de sodio (4 g/L), cloreto de potassio (0,4 g/L), fosfato de
sédio anidro (8 g/L), triptose (5 g/L), infusdo de figado (5 g/L), glicose (4 g/L),
hemina (25 mg/L), suplementado com 10% SBF, penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) em garrafas plasticas estéreis e mantidas em
incubadora a 28°C (RODRIGUES et al., 2014). Para a sua manutencéo foram

realizados repiques semanais nas concentracdes de 1:20 e de 1:200.

4.2.3 FormasTripomastigotas

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir da infec¢ao de cultura
LLC-MK2 cultivadas em meio DMEM, enriquecido com 2% de SBF. Foi realizado
a continuidade do ciclo parasitario por meio de infecgbes semanais nas células
LLC-MK2.

4.3 Avaliagcao da citotoxicidade dos peptideos derivados da hemocianina

do Penaeus monodon (Ensaio de redugao do MTT)

A toxicidade celular dos peptideos estudados em relagdo as células
LLC-MK2, foi avaliada, estas células foram utilizadas durante os experimentos
como hospedeiras de T. cruzi. Com a citotoxidade estabelecida, foi possivel

escolher a partir de qual concentracdo os peptideos seriam testados e
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estabelecer o indice de seletividade, que tem por finalidade demostrar a
proporcdo de dano causado as células hospedeiras em relacdo aos danos
causados por T. cruzi (NWAKA; HUDSON, 2006).

A citotoxicidade dos peptideos em estudo sobre células LLC-MK2 foi
determinada por meio do teste do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) -
2,5difeniltetrazélio (MTT), ensaio amplamente utilizado na quantificacdo
espectrofotométrica da viabilidade celular (MOSMANN, 1983). (Figura 6).

O teste se baseia em uma reacéo colorimétrica de conversdo do MTT
em sal de formazan. O MTT, sal de cor amarelada, é internalizado nas células
vidveis por endocitose e reduzido no microambiente intracelular por
desidrogenases citoplasmaticas e mitocondriais em um sal de formazan de cor
azul violacea, insolivel em meio aquoso. Esses cristais sao solubilizados por um
agente surfactante adicionado em seguida, e os produtos finais sdo lidos por
espectrofotometria a 570 nm. A intensidade da cor violacea produzida é
diretamente proporcional & quantidade de células viaveis (MENEZES, 2013;
UNCITI-BROCETA et al., 2015).

As células foram cultivadas em placas estéreis de 96 pogcos na
concentracgéo de 10° células/mL em meio DMEM a 10% de SBF, penicilina (100
Ul/mL) e estreptomicina (100 ug/L) a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 por 24
horas. Em seguida, foram tratadas com os peptideos derivados da hemocianina
do P. monodon nas concentragdes 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25;
50; 100 e 200 pM e incubadas a 37°C durante 24 horas. MTT (2,5 mg/ml em
PBS) foi adicionado a cada pogo e as placas foram deixadas em repouso por 4
h a 37°C. Os cristais de formazan formados foram solubilizados em 10% de
dodecilsulfato de sédio (SDS) em 0,01 N de HCI. Apds 17 h, e a leitura da
absorvéncia foi realizada a 570 nm num leitor de microplacas (Biochrom® ASYS
Expert Plus). Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.

O percentual de viabilidade celular foi calculado em comparacéao
com o grupo controle de células nao tratadas. A ICso (concentragao capaz de

inibir 50% do crescimento celular) foi determinada por regressao nao linear.
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Figura 6: Representacdo esquematica do ensaio para determinacdo da

citotoxicidade dos peptideos estudados sobre células hospedeiras LLC-MK2.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 Estudo in vitro da atividade antichagasica dos peptideos derivados da

hemocianina do Penaeus monodon.

A fim de investigar a atividade antiparasitaria dos peptideos estudados,
foram realizados ensaios experimentais em relagao as trés principais formas do

ciclo de vida de T. cruzi: epimastigotas, tripomastigotas e amastigota.

4.4.1 Ensaio em formas epimastigotas de T. cruzi.

Para avaliagao do efeito anti-proliferativo dos peptideos Hmc185-197,
Hmc364-382, Hmc476-498, Hmc666-678 nestas formas evolutivas, foram
utilizados parasitos provenientes da fase exponencial da cultura inicial.

Formas epimastigotas (1 x 10° células/mL) na fase log de
crescimento (ADADE et al., 2014), foram plagueadas e incubadas em placas de
96 pogos com diferentes concentragbes dos peptideos estudados (0,19; 0,39;
0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5 e 25 uM). Apds os tempos de 24, 48 e 72 horas,
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foram realizadas as quantificacdes de células viaveis em camara de Neubauer
(RODRIGUES et al, 2014). Células tratadas com PBS estéril foram
consideradas como controle negativo.

O percentual de viabilidade celular foi calculado em comparacgéao
com o grupo controle negativo. A ICso (concentragdo capaz de inibir 50% do
crescimento celular) foi determinada por regresséo nao linear. Foram realizados

trés experimentos independentes em triplicata. (Figura 7).

Figura 7- Representagcdo esquematica do ensaio para a determinagdo da

citotoxicidade dos peptideos estudados sobre formas epimastigotas de T. cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.2 Ensaio em formas tripomastigotas de T. cruzi,

Apods 5 a 8 dias de infeccdo com T. cruzi nas células LLC-MK-2, o
sobrenadante contendo as formas tripomastigotas que eclodiram, os parasitos
foram centrifugados e ressuspensos na concentracdo de 10% células/mL.
Posteriormente, os tripomastigotas foram incubados em placas de 96 pogos
estéreis e tratados com diferentes concentracdes dos peptideos Hmc185-197,
Hmc364-382, Hmc476-498, Hmc666-678 (25,0;12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39
e 0,19 uM). Neste ensaio foi considerado como controle negativo células tratadas
com PBS estéril (pH 7.4) (MEIRA et al., 2015).

A viabilidade foi determinada apds 24h de incubagdao em ambiente

com 5% CO2 e temperatura de 37°C por quantificacdo em camara de Neubauer.
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O percentual de viabilidade celular foi calculado em comparagao com o grupo
controle negativo. A ICso (concentragcdo capaz de inibir 50% do crescimento
celular) foi determinada por regressao nao linear. Foram realizados trés

experimentos independentes em triplicata. (Figura 8).

Figura 8- Representacdo esquematica do ensaio para a determinagdo da

citotoxicidade dos peptideos estudados sobre formas tripomastigotas de T. cruzi.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.3 Ensaio em formas amastigotas de T. cruzi.

Para avaliar o efeito dos peptideos mais promissores (HMc666-678,
Hmc364-382) em relagcao a forma amastigota, células LLC-MK2 foram incubadas
(1,5 x 10%/ml) em placas estéreis com 24 pogos contendo laminulas circulares
também estéreis em meio DMEM e suplementacido de SBF 10% em temperatura
de 37°C e 5% de CO2. Apds 24 h, as culturas com células aderidas foram
infectadas com as formas tripomastigotas de T. cruzi na proporgéo de 20:1 e
mantidas sob mesmas condi¢cdes em meio DMEM sem anfotericina e com
suplementacao de 2% de SBF.

Para que houvesse internalizacdo dos parasitos e transformacao

em formas amastigotas intracelulares, aguardou-se um tempo de 48h. O
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sobrenadante foi desprezado e as culturas foram entao tratadas com peptideos
estudados nas concentragdes de 1,81uM ,3,62uM e 7,24uM para Hmc364-382
caracterizando respectivamente a I[Cso2, I1Cs0 e 2xICsp das formas
tripomastigotas e nas concentragbes de 2,20uM, 4,41uM e 8,82uM para
Hmc666-678 caracterizando respectivamente a ICsor2, ICs0 € 2xICso das formas
tripomastigotas. O PBS foi utilizado como tratamento do controle negativo. Em
seguida, as placas foram incubadas por periodos de 24h. Apos estes periodos,
as laminulas foram lavadas fixadas em solu¢cao de Bouin e coradas com Giemsa
para posterior montagem em laminas (ADADE et al., 2014). Para determinar o
numero de amastigotas/100 células e o percentual de células infectadas foi
realizado contagem em microscopio optico de um total de 300 células em cada
laminula por experimento. Foram realizados trés experimentos independentes
em triplicata (BANDEIRA et al., 2017). (Figura 9).

Figura 9 - Representacdo esquematica do ensaio para avaliagdo do efeito dos

peptideos testados sobre formas amastigotas de T. cruzi.
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4.5 Avaliagdo do mecanismo de morte celular em cepa Y de T. cruzi.

A fim de investigar o mecanismo de morte induzido pelos fragmentos

peptidicos mais promissores derivados da hemocianina em T. cruzi, foram
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realizados ensaios em formas epimastigotas através de citometria de fluxo,

microscopia eletronica de varredura e transmissao.

4.5.1 Avaliacao de alterag6es morfologicas ultraestruturais
4.5.1.1 Microscopia eletronica de varredura

Alteracbes na superficie dos parasitos causadas pelos peptideos
Hmc666-678 e HmMc364-382 foram observadas por microscopia eletronica de
varredura (MEV). A técnica consiste em utilizar um feixe de elétrons de pequeno
diametro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas
sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja varredura
esta perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente.

As formas epimastigotas (1 x 10° células/mL) foram tratadas nas
concentragdes de 2,00 uM, 4,01 uM e 8,02 uM para o peptideo Hmc666-678 e
nas concentracbes de 2,39uM, 4,79uM e 9,58uM para Hmc364-382
caracterizando respectivamente sua [Cso2, 1Cs0 e 2xICso incubadas em placas
de 24 pogos por 24 horas em estufa de BOD a 28 °C. Apés a incubagéo, os
parasitos 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 5000 rpm por 10 min. Em
seguida, as amostras foram desidratadas e séries crescentes de etanol (30-
100%), colocadas em laminulas de vidro, fixadas a 37°C com 5% de COz,
cobertas com ouro e observadas em um microscopio eletrénico de varredura
FEG Quanta 450 (FEI, Oregon, USA) (MELLO et al., 2017). As imagens digitais
foram adquiridas e armazenas em computador na Central Analitica — UFC

utilizando o Software Nis 4.0.

4.5.1.2 Analises ultraestruturais por Microscopia eletronica de

Transmissao (MET).

As formas evolutivas epimastigotas foram tratados por 12 horas nas
concentracdes de 4,01 yM para o Hmc666-678 e de 4,79 uyM paraHmc364-382
caracterizando a sua ICso. Em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a

5,500g e lavados 2 vezes em PBS. A fixagcado foi realizada através de uma
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solugao de 2,5% Glutaraldeido, 4% paraformaldeido em cacodilato de sodio 0,1
M, pH 7.2 durante 60 min a 4 °C. Apds trés lavagens no mesmo tampao, as
amostras foram pos-fixadas no escuro por uma hora em uma solugéo contendo
1% Os04/0,8% ferricianeto de potassio/5 mM CaCl2 em tampao cacodilato 0,1M.
As células foram desidratadas em gradientes crescentes de acetona e incluidas
em resina Polybed 812 (PolySciences, Warrington, PA, USA) por 48h a 60 °C.
Cortes ultrafinos obtidos foram contrastados em acetato de uranila e citrato de
chumbo e examinados ao microscopio eletrbnico de transmissao (Tecnai
G2Spirit Biotwin, FEI Company, Holanda), operado a 100KV.

4.5.2 Analise por citometria de fluxo

4.5.2.1 Efeito necrotico e/ou apoptotico em formas epimastigotas de T.
cruzi.

Para identificar o potencial necrotico e/ou apoptético dos peptideos
mais promissores, foram utilizados o marcador de apoptose por externalizacao
da fosfatidilserina Anexina V-PE e o marcador de necrose por lesdo de
membrana plasmatica 7-AAD. As formas epimastigotas (1 x 10° células/mL)
foram plagueadas, tratadas nas concentragbes de 2,00uM, 4,01uM para o
peptideo HMc666-678 e nas concentracdes de 2,39 uM, 4,79 uM para Hmc364-
382 caraceterizando respectivamente sua 1Cso2, ICs0 e incubadas por 24 horas
em placa de 24 pocos em estufa de BOD a 28 °C. ApGs esses periodos, as
culturas foram lavadas e marcadas com um conjugado de Anexina V-PE e 7-
AAD, utilizando um kit comercial (Sigma- Aldrich). Células tratadas com PBS
foram utilizadas como controle negativo. Ap6s 15 minutos de incubacdo no
escuro, os parasitos foram analisados por citometria de fluxo (FACSCalibur,
Becton-Dickinson). Para cada amostra foram considerados no minimo dez mil
eventos (BANDEIRA et al., 2017).

4.5.2.2 Avaliacéo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Para a avaliacdo de EROs, utilizou-se o marcador DCF para a

citometria de fluxo. Este marcador na presenca de EROs, apresenta um alto

rendimento quantico de fluorescéncia. Dessa forma, a fluorescéncia observada
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aumenta proporcionalmente a producao de EROs. As formas epimastigotas (1 x
106 células/mL) foram plaqueadas, tratadas nas concentragées de 2,00uM, 4,01
UM para o peptideo Hmc666-678 e nas concentracdes de 2,39uM, 4,79uM para
Hmc364-382 caraceterizando respectivamente sua 1Csos2, ICs0 € incubadas por
24 horas em placa de 24 pocos em estufa de BOD a 28 °C. Células tratadas com
PBS foram utilizadas como controle negativo. Apds esse periodo as células
foram lavadas e marcados com DCF (2',7'-diclorofluoresceina) por 30 minutos
no escuro. Ao final, os parasitos foram lavados novamente e colhidos para
analise por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson). Para cada

amostra foram considerados no minimo dez mil eventos.

4.5.2.3 Determinacao do potencial transmembranico mitocondrial (A%¥m).

Para os ensaios de potencial transmembranico mitocondrial foi
utilizado o marcador Rhodamina 123 (Sigma-Aldrich). A rodamina é um corante
cationico que se acumula em mitocondrias intactas livres de danos, emitindo
fluorescéncia vermelha. Alterac6es no potencial transmembranico mitocondrial
causa reducdo do acumulo do marcador (BARACCA et al., 2003).

As formas epimastigotas (1 x 10 células/mL) foram plaqueadas,
tratadas nas concentragdes de 2,00 uM, 4,01 uM para o peptideo Hmc666-678
e nas concentracbes de 2,39 uM, 4,79 uM para Hmc364-382 caracterizando
respectivamente sua |Csor, ICs0 incubadas por 24h em estufa de BOD a 28 °C.
Apbs esse periodo, as células foram lavadas e marcadas com rodamina
(Rho123) 10 pg/mL por 30 minutos no escuro. Células tratadas com PBS foram
utilizadas como controle negativo. Em seguida, as células lavadas foram
analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson). Para cada

amostra foram considerados no minimo dez mil eventos (MELLO et al., 2017).

4.5.2.4 Avaliacao de inducéo de autofagia

Para avaliar a morte celular autofagica, utilizou-se o marcador laranja
de acridina por citometria de fluxo. Este marcador permite a visualizagéo de
organelas vesiculares acidas, uma vez que € um marcador acidotropico. Ao
penetrar na célula apresenta fluorescéncia verde e ao ficar retido em organelas
acidas (caracteristica de fagossomo) emite fluorescéncia vermelha. As formas

epimastigotas (1 x 10% células/mL) foram plagueadas, tratadas nas
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concentragbes de 2,00uM, 4,01uM para o peptideo HmMc666-678 e nas
concentracbes de 2,39uM, 4,79uM para HmMc364-382 caraceterizando
respectivamente sua |Csoz2, ICso0 e incubadas por 24 horas em placa de 24 pocgos
em estufa de BOD a 28 °C. ApOs esse periodo, as células foram lavadas e
marcadas com laranja de acridina 5 ug/mL por 30 minutos no escuro. Células
tratadas com PBS foram utilizadas como controle negativo (SANDES et al.,
2014). Em seguida, as células lavadas foram analisadas por citometria de fluxo
(FACSCalibur, Becton-Dickinson). Para cada amostra foram considerados no

minimo dez mil eventos.

4.7 Andlise Estatistica

Os ensaios foram realizados em ftriplicata de trés experimentos
independentes e os resultados obtidos expressos em média + erro padrao da
meédia e os valores de ICso determinadas por regressédo nao linear com intervalo
de confianga 95%. Comparacdes estatisticas foram analisadas utilizando

ANOVA com Bonferroni’s post-test no programa GraphPad Prism ® verséao 5.0.



Resultados
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao da citotoxicidade dos peptideos derivados da hemocianina do
Penaeus monodon em células LLC-MK2.

Os ensaios para a avaliagdo da citotoxicidade dos peptideos Hmc666-
678, Hmc364-382, HMc185-197 e HmMc476-498 foram realizadas nas células
LLC-MK-2, uma vez que as mesmas foram escolhidas como hospedeiras do
Trypanosoma cruzi. Desta forma, as células foram incubadas por 24h na
presenca dos peptideos estudados nas concentracdes de 200; 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,12; 1,56 uM, assim tiveram sua viabilidade determinada pela leitura
espectrofotométrica do ensaio de MTT. Foi observado, de acordo com a figura
10, que apenas nas maiores concentracfes (200; 100 e de 50 yM) houve dano
celular significativo causados pelos quatro peptideos estudados. Também foi
possivel calcular as ICso dos peptideos testados baseado em sua viabilidade
celular, a mesma foi calculada em relacdo ao controle cuja absorbancia foi
considerada 100%. Para os os peptideos Hmc364-382 e HMc666-678 a I1Cso foi
calculado por extrapolagcéo sendo observado respectivamente a a ICso de 513,2
MM e 473,3 Mm. Para Hmc476-498 foi obtido a ICso de 142,1 uM e de 145,7 uM
para Hmc185-197.

Figura 10. Efeito citotoxico de Hmc666-678, Hmc364-382, Hmc185-197,
Hmc476-498 sobre as células LLC-MK2.
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Legenda: Os graficos representam o percentual de viabilidade celular, expresso em
média + E.P.M, de experimentos independentes (n=3). O grupo controle (onde foi
identificado como 0) foi tratado com PBS. Analise estatistica foi realizada por ANOVA,
seguida por teste Bonferroni’s, com *p<0,05 vs o grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 4 — Viabilidade celular das células LLC-MK2 submetidas ao método do

MTT apos tratatemnto com os peptideos Hmc666-678 e HMc364-382.

Viabilidade Viabilidade
celular (%) celular (%)
Controle 100,8 + 8,02 Controle 100,29 + 8,02

Hmc364-382 0,19 yM 95,04+ 7,58  HmMc666-678 0,19 uM 97,48 + 4,64
Hmc364-382 0,39 uM 91,02+ 2,09  HmMc666-678 0,39 uM 96,10 £ 3,76
Hmc364-3820,78 yM 94,44 £+ 4,56 HmMc666-678 0,78 uM 100,90 + 6,23
Hmc364-382 1,56 yM 100,31 +3,87 HmMc666-678 1,56 yM 94,45 18,49
Hmc364-382 3,12 uyM 95,35 +8,96 HmMc666-6783,12 uM 95,64 7,51
Hmc364-382 6,25 yM 91,36 + 7,54 HmMCc666-678 6,25 uM 98,69 + 7,53
Hmc364-382 12,5 yM 92,63 +5,65 HmMc666-678 12,5 yM 100,01 + 4,96
Hmc364-382 25,0 yM 93,56 +5,09  HmMc666-678 25,0 uM 95,25 £7,04
Hmc364-382 50,0 yM 80,47 +5,32 HmMc666-678 50,0uM 85,81 +6,89

Legenda: Os dados representam o percentual de viabilidade celular, expresso em média
+ E.P.M, de experimentos independentes (n=3). O grupo controle foi tratado com PBS
Analise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni’s, com *p<0,05
VS 0 grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 5. Viabilidade celular das células LLC-MK2 submetidas ao método do

MTT apds tratamento com os peptideos Hmc185-197 e Hmc476-498.

Viabilidade Viabilidade
celular (%) celular (%)
Controle 100,65 + 4,35 Controle 100,65+4,35

Hmc476-498 0,19 uyM  92,67+6,44 Hmc185-197 0,19 uM 911,00
Hmc476-498 0,39 uM  80,27+1,19 Hmc185-197 0,39 uM  91,33+0,67
Hmc476-498 0,78 yM  72,3615,73 Hmc185-197 0,78 uM  80,24+1,24
Hmc476-498 1,56 yM  75,81+4,05 Hmc185-197 1,56 yM  78,18+1,82
Hmc476-498 3,12 uyM  73,36+2,46 Hmc185-197 3,12uM  77,70£2,30
Hmc476-4986,25 yM  82,1510,46 Hmc185-197 6,25 yM  77,9645,89
Hmc476-498 12,5uM  74,5311,16 Hmc185-19712,5 yM  82,1545,73
Hmc476-498 25,0 yM  67,39+2,06 Hmc185-197 25,0 yM 80,27+2,06
Hmc476-498 50,0 yM  56,36+1,79 Hmc185-19750,0 yM  67,39%1,19

Legenda: Os dados representam o percentual de viabilidade celular, expresso em média
+ E.P.M, de experimentos independentes (n=3). O grupo controle foi tratado com PBS
Analise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni’s, com *p<0,05
VS 0 grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Avaliagcao da atividade antichagasica dos peptideos derivados da
hemocianina do Penaeus monodon.

5.2.1 Efeito dos peptideos derivados da hemocianina do Penaeus monodon
em formas epimastigotas de T. cruzi .

As formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi foram tratadas com os
peptideos derivados da hemocianina nos tempos de 24, 48 e 72h para avaliagao
do potencial tripanocida dessas substancias em questdo. Foi observado um
efeito inibitdrio sobre essa forma evolutiva a partir da concentracédo de 0,39 uM
para Hmc666-678 e Hmc364-382 (figuras 11 e 12) entretanto para o Hmc476-
498 foi encontrado efeito inibitério a partir de 6,25 uM e 3,12 uM para o Hmc185-
197 (figuras 13 e 14). Os grupos tratados com o diluente (PBS) foram utilizados
como controle e ndo apresentaram reducao na viabilidade celular nos tempos
analisados. Por fim foram obtidos, os valores para Hmc364-382 de 1Cs0/24h =
4,79 £ 1,34 pM; ICs0/48h = 4,50 £ 1,40uM; ICs0/72h = 11,27 £4,46 PM, para o
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HmMc666-678: ICs0/24h = 4,01 £ 1,40uM; 1C50/48h = 4,88 + 1,50 uM; 1Cs0/72h =
8,83 + 4,21uM, para Hmc476-498 |Cs0/24h = 24,22 + 3,89 pM; IC50/48h = 25,63
12,98 uyM e ICs0/72h = 22,13 £ 2,65 pM e parao Hmc185-197 a ICs0/24h =34,14
+ 2,64 uM ; 1C50/48h = 86,06 + 1,87 uM; ICs0/72h = 90,8614,98 uM.

Figura 11- Efeito citotoxico de Hmc364-382 sobre a forma epimastigota de T.cruzi.
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Legenda: As figuras representam o tratamento por 24 horas, 48 horas e 72 horas. Os
dados foram expressos como meédia + EPM e avaliados por one-way ANOVA com

posteste de Bonferroni’s. *p<0,05 em relagao ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 6 — Viabilidade celular das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi
apods tratamento com Hmc364-382.

Viabilidade celular (%) das formas Epimastigotas

Controle
Hmc364-382 0,19 uM
Hmc364-382 0,39 uM
Hmc364-382 0,78 uM
Hmc364-382 1,56 uM
Hmc364-382 3,12 uM
Hmc364-382 6,25 uM
Hmc364-382 12,0 uM
Hmc364-382 25,0 uM

24 horas
100,18 £1,54
94,57 + 4,65
79,85 £ 6,80
7597 +£7,19
64,30 £+ 3,70
62,37 6,37
49,24 16,98
47,30 14,44
49,09 5,09

48 horas
100,07 £3,47
94,29 +0,33
71,35 16,83
60,64 +2,55
55,89 +0,86
55,18 16,51
57,30 £3,71
48,45 +2,85
46,74 16,8

72 horas
100,49 11,21
92,69 +2,01
73,33 16,70
61,79 0,62
61,46 £5,21
58,03 £1,04
56,73 £7,89
56,69 +6,73
63,92 +1,62

Legenda: Os dados representam o percentual de viabilidade celular, expresso em média
+ E.P.M, de experimentos independentes (n=3). O grupo controle foi tratado com PBS
Analise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida por teste Bonferroni’s, com *p<0,05

VS 0 grupo controle.

Fonte: Elaborado pelo autora.
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Figura 12 - Efeito citotoxico de Hmc666-678 sobre a forma epimastigota de T.

cruzi.
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Legenda: As figuras representam o tratamento por 24 horas, 48 horas e 72 horas. Os
dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-

teste de Bonferroni’s t. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Os dados representam o tratamento por 24 horas, 48 horas, 72 horas. Os
dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pos-

teste de Bonferroni’s. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 7- Viabilidade celular das formas epimastigotas de T. cruzi apos
tratamento com HMC666-678.

24 horas 48 horas 72 horas
Controle 100,62 £0,37 100+6,4 97,345 + 1,76
0,19 uM 93,02+4,65 88,00+4,66 93,02 + 4,65
0,39 uM 83,72+4,65 71,29 16,3 79,83 £ 3,90
0,78 uM 75,97 £6,07 66,62+6,2 71,97 £ 0,85
1,56 uM 63,96 £+4,03 59,95+4,75 52,98 + 3,41
3,12 uM 5417 +1,79 56,12+6,00 50,70 +4,09
6,25 uM 3717 +4,2 51,18 6,43 56,99 + 3,11
12,5 uM 51,88 +0,496 41,31 +£3,50 51,59 + 6,66

Legenda: Os dados representam o tratamento por 24 horas, 48 horas e 72 horas e. Os

dados foram expressos como media + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pos-

teste de Bonferroni’s t. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 13 - Efeito citotoxico de Hmc476-498 sobre a forma epimastigota de T.cruzi.
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Legenda: As figuras representam o tratamento por 24 horas, 48 horas e 72 horas e. Os
dados foram expressos como média £+ EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-

teste de Bonferroni’s t. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 8 — Viabilidade celular (média + EPM) das formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi apos incubagdo com Hmc476-498.

24 horas 48 horas 72 horas
Controle 100,28+8,0 100,18+10,09 100,84+1,15
0,19 uM 96,11+4,89 92,0846,91 98,0415,02
0,39 uM 91,6+6,98 87,65+8,98 87,39+3,70
0,78 uM 91,416,09 84,3916,39 96,43+3,79
1,56 uM 91,3+7,98 77,99+10,38 87,7045,02
3,12 uM 66,10+7,76 70,71+0,54 71,75+£10,06
6,25 uM 80,34+9,85 53,4945,50 74,9145,36
12,5 yM 60,06+3,09 51,98+1,23 59,6845,77
25,0 uM 46,77+2,59 41,37+2,54 55,4615,00

Legenda: Os dados representam o tratamento por 24 horas, 48 horas, 72 horas. Os

dados foram expressos como media + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pos-

teste de Bonferroni’s. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 14 - Efeito citotéxico de Hmc185-197 sobre a forma epimastigota de

T.cruzi.
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Legenda: As figuras representam o tratamento por 24 horas, 48 horas e 72 horas e. Os

dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-

teste de Bonferroni’s t. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 9 — Viabilidade celular das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

apos tratamento com Hmc185-197.

24 horas 48 horas 72 horas
Controle 100,28+9.39 100,32+2,66 100,07%2,73
0,19 uM 08.47+4.31 99,5+0,50 98,06+0,29
0,39 uM 97 89+4.78 95,67+1,32 86,33+10,02
0,78 uM 97 274550 86,43+0,57 84,00+9,98
1,56 uM 90.98+0.83 77,6745,6 84,09+7,98
3,12 uM 80.41+0.89 73,5049,22 83,8919,45
6,25 uM 88.94+0.64 65,53+5,79 73,85+7,12
12,50 uM 81.94+0,87 60,11+0,96 74,7046,28
25,00 uyM 87 27+3.39 54,53+4,17 66,23+9,56

Legenda: Os dados representam o tratamento por 24 horas, 48 horas, 72 horas. Os
dados foram expressos como media + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pos-

teste de Bonferroni’s. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.2 Efeito dos peptideos derivados da hemocianina do Penaeus monodon

em formas tripomastigotas de T. cruzi.

As formas tripomastigotas, obtidas a partir da ruptura de células LLC-
MK2, foram incubadas com as concentragdes dos peptideos Hmc666-678,
Hmc364-382, Hmc185-197 e Hmc476-498 (12,5; 6,25; 3,12; 1,56 ;0,78; 0,39;
0,19 uM) durante 24h. De acordo com a figura 15, o Hmc364-382 e Hmc666-
678, apresentaram toxicidade para os parasitos a partir das concentracdes 0,19
MM e conferindo assim uma ICso de 3,62 £+ 2,53 uM para Hmc364-382 € 4,41 +
1,72 uM para Hmc666-678, entretanto para o peptideo Hmc476-498 aconteceu
significativa morte parasitaria a partir da concentragcéo de 50uM e para Hmc185-
197 a partir de 100, assim as ICso encontradas foram de 70,68 + 3,46 uM para o
Hmc476-498e de 0,97 +3,87 parao Hmc185-197.
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Para identificar a relagao entre toxicidade dos peptideos em relacao
as células LLC-MK2 e as formas parasitarias, foi calculado o indice de
seletividade (IS) através da divisdo entre a ICso das LLC-MK2 e a ICs0 das formas
tripomastigotas. Como o teste de MTT foi realizado apenas até a concentragéo
de 200 uM o calculo para uma média do indice de seletividade dos peptideos
Hmc364-382 e HMc666-678 foi utilizado como 1Cso0 das LLC-MK2 o valor de 200
MM, assim foi obtido o resultado de IS = 55,24 uM para Hmc364-382 e de 45,35
MM para Hmc666-678, 1,99uM para o Hmc476-498 e de 1,27uM para o
Hmc185-197.

Figura 15 - Efeito citotéxico dos peptideos derivados da hemocianina de

Penaeus monodon sobre a forma tripomastigota de T.cruzi.
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Legenda: As figuras representam o tratamento por 24 horas, sob a forma tripomastigota.
Os dados foram expressos como média £+ EPM e avaliados por one-way ANOVA com

pos-teste de Bonferroni’s. *p<0,05 em relagéo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 10 -Viabilidade celular das formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

apods tratamento com os peptideos Hmc364-382 e HMc666-678.

24 horas 24 horas

Controle 100,00 6,89 Controle 100 £ 6,90
Hmc364-382 0,19 uyM 77,15 14,71 Hmc666-678 0,19 uM 84,27 + 4,95
Hmc364-382 0,39 uM 74,72 16,2 Hmc666-678 0,39 uM 74,61 £6,63
Hmc364-382 0,78uM 68,95 £9,80 Hmc666-678 0,78 yM 56,36 +1,19
Hmc364-382 1,56uM 53,22 +8,38 Hmc666-678 1,56 uyM 60,52 +1,89
Hmc364-382 3,12uM 51,92 £5,5 Hmc666-678 3,12 uyM 57,86 +0,76

Hmc364-382 6,25uM 51,62 5,29 Hmc666-678 6,25 uM 59,18 +6,4
Hmc364-382 12,0uM 44,77 +0,22 Hmc666-678 12,0 uyM 46,01 £7,16

Hmc364-382 25,0uM  44,09+2,89 Hmc666-678 25,0 uM  45,9814,17

Legenda: Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way

ANOVA com pés-teste de Bonferroni’s. *p<0,05 em relagao ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 11 -Viabilidade celular das formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

apods tratamento com os peptideos Hmc476-498 e Hmc185-197.

24 horas

24 horas

Controle
Hmc476-498 0,19 uM
Hmc476-498 0,39 uM
Hmc476-498 0,78 uM
Hmc476-498 1,56 uM
Hmc476-498 3,12 uM
Hmc476-498 6,25 uM
Hmc476-498 12,5 uM
Hmc476-498 25,00uM
Hmc476-498 50,0 uM
Hmc476-498 100,0 uM

100+4,00
96,75+1,75

96,5+3,50
95,25+0,25
93,35%+1,75
92,75+3,25
92,50+0,50
88,00+2,66
80,00+6,98
57,33+4,00
52,98+5,33

Controle
Hmc185-197 0,19 uM
Hmc185-197 0,39 uM
Hmc185-197 0,78 uM
Hmc185-197 1,56 uM
Hmc185-197 3,12 uM
Hmc185-197 6,25 uM
Hmc185-197 12,5 uM
Hmc185-197 25,00 uM
Hmc185-197 50,0 uM
Hmc185-197 100,0 uM

101,0949,71
95,75+2,25
76,98+9,45
86,22+10,98
83,3218,54
81,78+0,22
75,88+10,55
74,69+10,50
73,70+2,74
69,14+3,20
65,71+1,55
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Legenda: Os dados foram expressos como média + EPM e avaliados por one-way

ANOVA com pos-teste de Bonferroni’s. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 12 — Resumo da atividade biologica in vitro dos peptideos derivados da
hemocianina do Penaeus monodon sobre células LLC-MK2 e formas

epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y.

Tempo de incubagéao

24 horas 48 horas 72 horas
Hmc364-382
ICs0 (LLC-MK2) >200 pM - -
ICs0 (Epimastigotas) ® 4,79 uM 4,50 yM 11,27 uM
ICs0 (Tripomastigotas) © 3,62 uM - -
IS @ >55,24 - -
Hmc666-678
ICs0 (LLC-MK2) @ >200 uM - -
ICs0 (Epimastigotas) ®©) 4,01 uM 4,86 uM 8,83 uM
ICs0 (Tripomastigotas) © 4,41 uM - -
IS @ >45,35 - -
Hmc476-498
ICs0 (LLC-MK2) @ 114,00 M
ICs0 (Epimastigotas)® 24,22 uM 25,63 uM 22,13 uM
ICs0 (Tripomastigotas)®© 70,68 uM - -
IS @ 1,99 - -
Hmc185-197
ICs0 (LLC-MK2) @ 113,2 uM
ICs0 (Epimastigotas) ® 34,14 uM 86,06 uM 90,86 uM
ICs0 (Tripomastigotas) © 115,76 uM - -
IS @ 1,27 - -

Legenda: @ ICsy = concentragdo capaz de causar 50% de toxicidade em células

hospedeiras; ® ICso = concentragéo capaz de inibir o crescimento de 50% das formas
epimastigotas;© 1Cso = concentrag@o capaz de causar morte de 50% das formas
tripomastigotas; @S = Indice de seletividade.

Fonte: Elaborado pea autora.
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5.2.3 Efeito de Hmc364-382 e Hmc666-678 em formas amastigotas de T. cruzi.

Com o objetivo de mensurar o efeito dos peptideos mais promissores, foi
realizado experimentos com Hmc364-382 e HmMc666-678 sobre as formas
intracelulares do Trypanossoma cruzi, forma amastigota, no tempo de 24 horas.
Para o Hmc364-382 foi testado as concentracdes de 1,81uM; 3,62 uM e 7,24 uM
caracterizando respectivamente a ICsor2, Icso e 2xXICs0 da forma tripomastigota.
Foram testadas as concentragcbes 2,20uM; 4,41 e 8,82 caracterizando
respectivamente a ICsor2, Ics0 e 2XICs0 da forma tripomastigota para o peptideo
Hmc666-678. Os parametros avaliados foram o numero de amastigotas por 100
células e percentual de células infectadas.

Foi observado de acordo com a figura 16 que ocorreu uma redugéo
significativa no numero de amastigotas por célula com o tratamento de ambos
os peptideos em relagdo ao controle nas concentragdes testadas, sendo
possivel alcangar uma reducdo de até 61% na concentragdo de ICso para
Hmc364-382 e a reducéo de até 65% na concentracao de ICso2 para Hmc666-
678. Nao foi evidenciada relacao dose-resposta e diferenca estatistica entre as
concentracgdes testadas.

Por fim, foi analisada a diferenga estatistica entre numero de células
nao infectadas entre controle e o tratamento com os peptideos estudados,
demonstrado na figura18, onde foi observado que n&o houve diferenga
estatistica no numero de células nao infectadas em relagdo a dose testada.

Também foi realizada a fotomicrografia, observada nas figuras 17 e 18.
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Figura 16 - Efeito citotéxico de Hmc364-382 e Hmc666-678 sobre a forma

amastigota de T.cruzi.
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Legenda: Amastigotas por 100 células em células tratadas com os peptideos
Hmc364-382 e HMc666-678 apds 24 de incubacado. O grafico representa a média +
E.P.M, de experimentos independente (n= 3). Andlise estatistica foi realizada por
ANOVA, seguida por teste de Bonferroni, com *p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 13 - Valores numéricos obtidos no ensaio de atividade antiamastigota in
vitro dos peptideos Hmc364-382 e Hmc666-678.

Numero de amastigotas por 100 células

Hmc364-382 Hmc666-678
Controle 2620,19®) Controle 2620,190)
1,81 uM @ 1469,11®) 2,20 uM@) 827,33®)
3,62 M@ 973,33() 4,41 uM@) 1026.02()
7,24uM@ 1158,66) 8,82 pMe@ 927,66®)

Legenda: Numero amastiogotas por 100 células tratadas com os peptideos Hmc364-
382 e HMc666-678 apds 24 de incubacao em relagdo ao controle. O grafico representa
a média + E.P.M, de experimentos independentes (n= 3). Analise estatistica foi realizada
por ANOVA, seguida por teste de Bonferroni, com *p<0,05. (a) Concentragao testada;(b)
numero de amastogota em 100 células.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 14 Valores numéricos obtidos no ensaio de atividade antiamastigota in

vitro dos peptideos Hmc364-382 e HMc666-678 em relagdo ao numero de

células ndo infectadas.

Numero de células Infectadas

Hmc364-382 HmMc666-678

Controle 100® Controle 100®)
1,81 uM@ 96®) 2,20 uM@ 94()
3,62 yM®@ 95(b) 4,41 uM@ 870)
7,24pM®@ 92(b) 8,82 uM@) 88(b)

Legenda: Numero de células nio infectadas por 100 células tratadas com os peptideos
Hmc364-382 e HMc666-678 apds 24 de incubacao em relagédo ao controle. O grafico
representa a média £ E.P.M, de experimentos independentes (n= 3). Analise estatistica
foi realizada por ANOVA, seguida por teste de Bonferroni, com *p<0,05. (a)
Concentracao testada (b) Numero de células infectadas.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 17: Fotomicrografia das laminas de células LLC-MK2 infectadas com
formas amastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y submetidas ao ensaio de
atividade antiamastigota do peptideo Hmc364-382 nas concentragdes testadas.

Legenda: (A) Grupo controle (Células LLC-MK2 infectadas com a cepa y de T. cruzi);
(B) Grupo tratado com o peptideo Hmc364-382 na concentragao de 1,81uM (ICso2); (C)
Grupo tratado com o peptideo Hmc364-382 na concentragdo de 3,62uM (ICso); (D)
Grupo tratado com o peptideo Hmc364-382 na concentragcdo de 7,24uM(2xICso);
Aumento de 100x em microscopio éptico.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 18 Fotomicrografia das laminas de células LLC-MK2 infectadas com
formas amastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y submetidas ao ensaio de
atividade antiamastigota dos peptideos e HmMc666-678 nas concentragdes

testadas.

Legenda: (A) Grupo controle (Células LLC-MK2 infectadas com a cepa y de T. cruzi);
(B) Grupo tratado com o peptideo Hmc66-678 na concentragéo de 2,20 uM (ICso2); (C)
Grupo tratado com o peptideo Hmc666-678 na concentragdo de 4,41 uM (ICso); (D)
Grupo tratado com o peptideo Hmc666-678 na concentragdo de 8,82 uM (2xICso);
Aumento de 100x em microscépio optico.

Fonte: Elaborado pela autora.
5.4 Investigagcdo do mecanismo de agao

5.4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Apos o tratamento de 24 horas nas concentragdes de 2,39uM; 4,79uM
e de 9,59uM correspondente a ICsor2; ICs0 2xICso das formas epimastigotas para
o peptideo Hmc364-382 e de 2,00uM; 4,01uM e 8,02uM caracterizando a ICsor2;
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ICs0 e 2xICs0 ds formas epimastigotas para o peptideo Hmc666-678 foi realizada
a analise por meio do microscopio eletronico de varredura. Foram observadas
de acordo com as figuras 19 e 20 alteragbes ultra estruturais nos parasitos
expostos aos peptideos, como por exemplo, o aparecimento de poros na
membrana celular, alteracbes em seu formato tipico e extravasamento da
membrana. Porém, o tratamento com Hmc364-382, além das alteragbes ja

mencionadas, também causou diminui¢do do tamanho do parasito.

Figura 19- Modificagdes ultra estruturais causadas pelo peptideo Hmc666-678.

Legenda: (A) grupo controle; (B) epimastigotas tratados com HmMc666-678 na
concentragao de 8,02uM (2xICso), (C) epimastigotas tratados com Hmc666-678 na
concentragdo de 4,01uM (ICs), (D) epimastigotas tratados com Hmc666-678 na
concentragao de 2,00uM (ICso2). Demonstrando alteragdes no formato do parasito,
aparecimento de poros em sua superficie e extravasamento celular.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 20- Modificagdes ultra estruturais causadas pelo peptideo Hmc364-382.

Legenda: (A) grupo controle; (B) epimastigotas tratados com HmMc364-382 na
concentracdo de 9,58uM (2xICso), (C) epimastigotas tratados com Hmc364-382 na
concentracd de 4,79 puM (ICso), (D) epimastigotas tratados com Hmc364-382 na
concentracdo de 2,39 UM (ICso2). Demonstrando alteracdes no formato do parasito,
aparecimento de poros em sua superficie e extravasamento celular.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.4.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET).

As analises por microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram
realizadas nas formas epimastigotas de cepa Y de T. cruzi apos o tratamento de
12h, com os peptideos derivado da hemocianina na concentragdo de ICso. Foi
observado que a forma epimastigota do grupo controle apresentava corpo
alongado, organelas e membranas intactas e sem alteragdes no citoplasma e
reservossomo pode ser visualizado na parte posterior do parasita, representado

por A na figura 21. No grupo tratado com Hmc364-382, representado por B, na
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figura 21, é possivel observar a presenga do aumento em tamanho e numero
reservossomos e uma leve desorganizagdo da estrutura interna. Enquanto no
grupo tratado com Hmc666-678, representado por C, na figura 21 é observado
uma alteracao e diminuicdo da forma estrutural do epimastigota, além de uma
alteracdo da membrana plasmatica, aumento em tamanho do reservossmo e

desorgonizagao intracelular.

Figura 21: Efeito dos peptideos Hmc666-678, Hmc364-382 na ultraestrutura de

epimastigotas de T. cruzi analisado por microscopia eletrénica de transmissao.

Legenda: (A) Células controle apresentando corpo celular alongado com nucleo
localizado centralmente, um citoplasma homogéneo e membrana plasmatica intacta. (B)
Célula tratada com Hmc364-382 na concentragdo de 4,79uM (ICso), apresentando
aumento no numero e tamanho de reservossomos. (C) Célula tratada com Hmc666-678
na concentragao de 4,01uM (ICso), apresentando diminuicao do tamanho e alteragédo da
membrana plasmatica e desorganizagao interna. Onde K significa kinetoplasto, N
nucleo e R reservossomo.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.4.3 Avaliagao da morte celular por necrose e ou/ apoptose.
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Com o objetivo de identificar alteracdes celulares indicativas de necrose
e/ou apoptose induzidas pelos peptideos derivados da hemocianina de P.
monodon as formas evolutivas epimastigotas foram tratadas por 24h submetidas
ao protocolo de marcacédo por 7AAD e anexina V-PE nas concentracoes de 2,39
UM e 4,79 uM para Hmc364-382 e as concentracdes de 2,00uM e 4,01uM para
HmMc666-678.

O peptideo HMc666-678 apresentou 8% de marcacdo 7AAD+/AX- e 6%
7AAD*/AX* na concentracao de 2,00 uM enquanto que na concentracao 4,01uM
de foi 17% de marcagdo 7AAD*/AX e 7 % 7TAAD*/AX*. O peptideo Hmc364-382
apresentou 20% de marcacdo 7AAD*/AX e 49 % 7AAD*/AX" na concentragao
de 2,39 uM enquanto que na concentracdo de 4,79 uM foi 14 % de marcacéao
7TAAD*/AX e 29% 7AAD*/AX*, bem como observados nas figuras 22 e 23.
Figura 22. Perfil de morte em formas epimastigotas de T. cruzi apos 24 h de
tratamento com HmMc666-678 e HMc364-382.
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Legenda: Perfil de morte em formas epimastigotas ap6s 24 h de tratamento nas
concentracdes com de 2,00 uM e 4,01 uM para Hmc666-678 e nas concentracdes de
2,39uM e 4,79uM para Hmc364-382. Os dados foram expressos como percentual de
eventost EPM de trés experimentos independentes e analisados estatisticamente por
ANOVA e pés-teste de Bonferroni (*p< 0,05 vs. grupo controle). 7AAD/AX": células
ndomarcadas; 7AAD*/AX  : marcado com 7-amino actinomicina D; 7AAD/AX" :
marcadoscom anexina V; 7AAD*/AX*: marcado com 7-AAD e Anexina V-PE). O:
Controle.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 23. Perfil de morte celular da forma epimastigotas no tempo de 24 horas
induzida por Hmc666-678 e Hmc364-382.
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Legenda: (A) representa o controle, formas epimastigotas sem tratamento;(B)
representa formas epimastigota sob tratamento de 24 horas na concentragédo de 4,01
MM de Hmc666-678;(C) representa formas epimastigota sob tratamento de 24 horas na
concentracao de 2,00 uM de Hmc666-678;(D) representa formas epimastigota sob
tratamento de 24 horas na concentracao de 4,79 yM de Hmc364-382;(E) representa
formas epimastigota sob tratamento de 24 horas na concentragdo de 2,39 uM de
Hmc364-382. Representacdo da marcagdo de Anexina V-PE e 7-AAD. Quadrante
inferior esquerdo: células viaveis (ndo-marcadas); quadrante inferior direito: células
marcadas com Anexina V; quadrante superior esquerdo: células marcadas apenas com
7-AAD; quadrante superior direito: células marcadas duplamente com 7-AAD e Anexina
V-PE.

Fonte: elaborado pela autora.



79

5.4.4 Avaliagcao da morte celular por liberagdo de espécies reativas de
oxigénio.

Com o intuito de investigar o envolvimento das espécies reativas de
oxigénio (EROs) no processo de morte celular, formas epimastigotas foram
incubadas com 2°-7° diclorodihidrofluoesceina diacetato (DCF-DA), que é
permeavel a membrana celular e ndo-fluorescente. Na presenca de ROS, este
composto é oxidado no interior da célula e produz um composto fluorescente, 2,
7’- diclorofluoresceina (DCF), que permanece no meio intracelular (SRIVASTAVA
et al., 2009).

A analise da producado de EROs foi analisada apds 24 horas de incubagao
de formas epimastigotas concentracdes de 2,39uM e 4,79uM para Hmc364-382
e as concentracoes de 2,00 uM e 4,01 uM para Hmc666-678.

Foi observado aumento de 50% de espécies reativas oxigénio para o
peptideo Hmc364-382 na concentragdo de 4,79 uM, observado pelo
deslocamento a direita da populagdo tratada em relagdo ao grupo controle,
observado nas figuras 24, 25 e 26. A outra concentragdo de Hmc364-382 e as
concentracgdes testadas de Hmc666-678.

Figura 24. Anadlise de espécies reativas de oxigénio em epimastigotas

tratadoscom Hmc666-678 e HMmc364-382 por citometria de fluxo.
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Legenda: Valores de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T. cruzi com
tratamento nas concentracdes com de 2,00 uM e 4,01 pM para Hmc666-678 e nas
concentracdes de 2,39uM e 4,79uM para Hmc364-382com e o por 24 horas. Os dados
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foram expressos como intensidade de fluorescéncia * erro padrao médio (EPM) de trés
experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pds-teste de
Bonferroni (p< 0,05 vs. grupo controle). 0: Controle (formas epimastigotas nio tratadas).
Azul escuro representa a ICsp, enquanto que o azul claro representa [Csop.

Fonte: elaborado pela autora.

Figura 25: Histograma representativo do sinal fluorescente de DCF para
HmMc666-678.
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Legenda: O pico de cor preta reprenta o controle; O pico azul escuro representa a
concentracao de 4,01uM e o pico azul claro representa a concentragao de 2,00 uM.

Fonte: elaborado pela autora.
Figura 26: Histograma representativo do sinal fluorescente de DCF para
Hmc364-382.
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Legenda: O pico de cor preta reprenta o controle; O pico azul escuro representa a
concentracao de 4,79uM e o pico azul claro representa a concentragao de 2,39 uM.

Fonte: elaborado pela autora.
5.4.5 Avaliacao da morte celular por autofagia (marcagao com laranja de
acridina).

O processo autofagico induz a formacado de fagossomos, que sao
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vesiculas acidas. Assim, pode-se utilizar o corante fluorogénico acidotrépico
laranja de acridina para marcar especificamente esses ambientes celulares,
onde o marcador se deposita.

Neste ensaio, as formas epimastigotas foram tratadas nas concentragoes
de 2,39uM e 4,79uM para Hmc364-382 e as concentracdes de 2,00 uM e 4,01
MM para Hmc666-678 apos 24 horas de incubagdo e marcadas com laranja de
acridina. Os resultados ndo evidenciaram processo autofagico, como

observados nas figuras 27, 28 e 29.

Figura 27. Fluorescéncia relativa de formas epimastigotas tratadas com os

peptideos HMc666-678 e HMc364-382 marcadas com Laranja de Acridina.
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Legenda: Valores de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T. cruzi com
tratamento nas concentracdes com de 2,00 uM e 4,01 uM para Hmc666-678 e nas
concentracdes de 2,39uM e 4,79uM para Hmc364-382 por 24 horas. Os dados foram
expressos como intensidade de fluorescéncia + erro padrdao médio (EPM) de trés
experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pds-teste de
Bonferroni (p< 0,05 vs. grupo controle). 0: Controle (formas epimastigotas nao tratadas).
Azul escuro representa a ICsg, enquanto que o azul claro representa I1Csop.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 28 — Histograma representativo do sinal fluorescente de laranja de
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acridina do peptideo Hmc 666-678.
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Legenda: O pico de cor preta reprenta o controle; O pico azul escuro representa a

concentragdo de 4,01uM e o pico azul claro representa a concentragdo de 2,00 uM.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 29: Histograma representativo do sinal fluorescente de laranja de acridina
do peptideo HmMc364-382
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Legenda: O pico de cor preta representa o controle; O pico azul escuro representa a

concentracao de 4,79uM e o pico azul claro representa a concentragcao de 2,39 uM.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4.6 Determinagao do potencial transmembranico mitocondrial (A¥Ym)
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Nesse ensaio, o parasito na sua forma epimastigota foi incubado com
rodamina 123 (Rho 123), corante fluorescente especifico que se acumula no
espacgo intermembrana mitocondrial de células viaveis. Dano no potencial
transmembranico mitocondrial causa redug¢ao do acumulo de Rho123.

As formas epimastigotas do parasito foram tratadas nas concentragdes de
2,39uM e 4,79uM para Hmc364-382 e as concentragdes de 2,00 uM e 4,01 uM
para Hmc666-678 apds 24 horas de incubagdo e marcador com rhodamina123.
Os resultados nao evidenciaram dano mitocondrial, como observados nas
figuras 30, 31 e 32.

Figura 30: Analise do AWm de epimastigotas tratados com com os peptideos
Hmc666-678 e HMc364-382.
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Legenda: Valores de fluorescéncia relativa de formas epimastigotas de T. cruzi com
tratamento nas concentragbes com de 2,00 uM e 4,01 pM para Hmc666-678 e nas
concentracdes de 2,39uM e 4,79uM para Hmc364-382 por 24 horas. Os dados foram
expressos como intensidade de fluorescéncia + erro padrdo médio (EPM) de trés
experimentos independentes e analisados estatisticamente por ANOVA e pos-teste de
Bonferroni (p< 0,05 vs. grupo controle). 0: Controle (formas epimastigotas nao tratadas).
Azul escuro representa a ICsg, enquanto que o azul claro representa I1Csop.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 31: Histograma de intensidade de marcagdo com Rho123 gerada pelo
peptideo HMc666-679.
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Legenda: Rho123 = Rodamina 123. O pico de cor preta reprenta o controle; O pico azul
escuro representa a concentracdo de 4,01uM e o pico azul claro representa a
concentragao de 2,00 uM.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 32: Histograma de intensidade de marcagdo com Rho123 gerada pelo
peptideo Hmc364-382.
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Legenda: Rho123 = Rodamina 123. O pico de cor preta reprenta o controle; O pico
azul escuro representa a concentracao de 4,79uM e o pico azul claro representa a
concentracéo de 2,39 uM.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6. DISCUSSAO

A DC é um grave problema de saude publica e um dos principais
problemas médico-sociais brasileiro, sendo considerada na América Latina a
quarta doenga infecciosa parasitaria com maior impacto social (GRASCON et
al., 2014). O fluxo migratério de diferentes populagbes fez com que ocorresse
um numero crescente de casos em outros territérios como no EUA e em
diversos paises europeus (BERN, 2015; PEREZ-MOLINA; NORMAN; LOPEZ-
VELEZ, 2012; REQUENA-MENDEZ et al., 2015). Assim a DC se caracteriza
como um problema de saude global sendo responsavel po um gasto de US$ 7,19
bilhdes por ano (LEE et al., 2013).

A necessidade da descoberta de novos farmacos contra T. cruzi €
notavel, uma vez que o arsenal terapéutico disponivel para tratar a D.C é restrito,
e o medicamento disponinel para o tratamento possui muitas desvantagens. No
Brasil o tratamento da DC se resume na utilizagao terapéutica especifica, com o
benzonidazol, e sintomatica, para atenuagao dos sintomas existentes (DIAS et
al., 2001). Produtos de origem animal, como peptideos oriundos de animais
marinhos ja foram utilizados para o desenvolvimento de novos medicamentos,
como o ziconotida, um agente analgésico derivado de um peptideo pertencente
ao caramujo conico (SK, 2015).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) de origem animal vem sendo
amplamente pesquisados na busca de novos modelos antichagasicos a varios
anos (MCGWIRE; KULKARNI, 2010). PAMs apresentam iniUmeras vantagens no
que diz respeito a aplicacdo terapéutica, incluindo amplo espectro
antimicrobiano, inicio de acao rapido e baixa possibilidade de resisténcia por
parte dos micro-organismos (SEO et al., 2012). Relatos na literatura apontam
uma variedade de acbes de PAM além da antibacteriana, como combate a
células tumorais (CRACK et al., 2012), acdes contra virus (UPLERTLOP et al.,
2011), fungos (CAVALCANTE et al., 2016) e protozoarios (LIMA et al., 2016;
MELLO et al., 2017). Essas atividades biolégicas ndo sao excludentes entre si.
Assim sendo, um PAM pode desempenhar mais de uma acdo biolégica
aumentando ainda mais a viabilidade terapéutica desses peptideos (GUO et al.,
2013).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X15300358?via%3Dihub#bib0185
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ziconotide
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De acordo com o programa computacional AMPA, foram obtidas
sequéncias primarias de peptideos com potencial antimicrobiano derivados da
hemocianina do camardo P. monodon. A atividade antimicrobiana da
hemocianina de muitos invertebrados marinhos vem sendo descrita, entre eles
moluscos, peixes e camardes (SHESHADRI et al., 2012), o que tornou o estudo
destes fragmentos peptidicos atraentes como objeto de estudo. Nesse contexto,
0 presente trabalho investigou a acdo antichagasiga em diferentes formas
evolutivas (epimastigota, tripomastigota e amastigota) da cepa Y de T. cruzi, uma
vez que esta cepa apresenta resisténcia ao benzonidazol, permitindo uma
melhor investigacdo de substancias tripanocida bioativas (CHERKESOVA et al.,
2014).

Foram estudados quatro fragmentos da hemocianina, que foram
nomeados a partir do intervalo da sequéncia de aminoacidos correspondentes.
O Hmc185-197 e o HMc666-678 com 13 residuos cada, Hmc364-382 com 19
residuos e Hmc476-498 com 23 residuos foram sintetizados para os testes.

Inicialmente foi avaliado a citotoxicidade dos quatro peptideos sobre
as células LLC-MK2, que foram as células hospedeiras de T. cruzi. Depois de
observadas quais as concentracdes toxicas, foi iniciada a busca do efeito
antichagasico, apenas concentragées nao toxicas as células LLC-MK2. Estes
peptideos mostraram efeito concentragao dependente até determinado aumento
de concentracéo, e depois ndo ocorreu melhora em efeito. Todos mostraram
perfil semelhante de inibicado do crecimento.

O peptideo HMc364-382, Unico que possui estrutura secundaria apenas
constituido de a-hélice foi o mais efetivo, apresentando menor ICso em formas
tripomastigota e o maior indice de seletividade. Isto pode sugerir que dentre
outras caracteristicas, a conformacgao a-hélice proporciona um maior potencial
contra T. cruzi. Peptideos antimicrobianos de conformacgéo a-hélice também ja
foram descritos como efetivos contra cepa Y de T. cruzi, como sDq-3348 e sDg-
2561 (LIMA et al., 2018).

Dentre os peptideos em estudo, os com valores mais elevados de ICso
(Hmc476-498 e Hmc185-197), ou seja, 0s menos interessantes neste trabalho,
possuem os menores valores de hidrofobicidade e momento hidrofobico, apesar
de possuirem os maiores valores de cargas liquidas. No entanto para os

peptideos com menores valores de ICso (Hmc364-382 e HmMc666-678)
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apresentam as menores cargas liquidas e os maiores valores de hidrofobicidade
e momento hidrofébico. As trés propriedades fisico-quimicas sdo importantes
uma vez que a membrana parasitaria é carregada negativamente e constituida
de lipideos, porém o presente trabalho indica que para os peptideos estudados
a hidrofobicidade e o0 momento hidrofébico estdo mais relacionados a morte de
T. cruzi, permitindo a interacédo dos peptideos com as membranas celulares dos
parasitos. Além disso De acordo com Wieprecht et al. (1997), um aumento de
MH de um peptideo, mantendo todos outros parametros fisico-quimicos
constantes, potencializa consideravelmente sua permeabilizacdo em vesiculas
constituidas lipidicas, o que € atribuido a um aumento da afinidade do peptideo
para a membrana.

A atracdo eletrostatica dos peptideos pela membrana negativamente
carregada do T. cruzi também ja foi relacionada com cargas liquidas positivas
(LIMA et al., 2018). Neste trabalho os peptideos mais ativos mostraram as cargas
liguidas mais baixas, porém apresentaram alta hidrofobicidade e momento
hidrofébico, caracteristicas que mostram potencial de interacdo com
membranas. Estes peptideos possuem um perfil de inibicdo diferente, onde a
morte total ndo foi evidenciada, sugerindo que ocorre interacdo com a
membrana, mas a ligacdo ndo é forte o suficiente para levar a morte de 100%
dos parasitos, o que pode ser ocasionado por uma baixa carga liquida presente
nos mesmos, tornando a atracao pela membrana do parasita menor.

As ICso obtidas quando comparadas com as do benzonidazol descrito
por LIMA (2018) para a forma epimastigota chegam a ser 50 vezes menores para
Hmc364-382 e HMc666-678 e 6 vezes menores para Hmc476-498 e Hmc185-
197 nas primeiras 24 horas de tratamento, enquanto que para a forma evolutiva
tripomastigota, responsavel pela infecgdo do hospedeiro a ICso foi de pelo menos
64 vezes menor para os peptideos Hmc666-678 e Hmc364-382 e para Hmc476-
498 e para Hmc185-197 2 vezes menores que a ICso do benzonidazol.

Os peptideos Hmc666-678, Hmc364-382 mostraram concentragdes de
ICs0 semelhante nas formas epimastigotas com nas tripomastigotas, porém os
peptideos Hmc476-498 e Hmc185-197 apresentaram efeito melhor sobre os
epimastigotas, sendo observado efeito sobre os tripomastigotas apenas nas

concentragdes que foram toxicas as células hospedeiras (LLC-MK2).



89

Dentre os peptideos antimicrobianos derivados da D. quadriceps
(sDg-2561; sDg-1503; sDg-3348 e sDqg-1319) foi visto atividade antichagasiga
de todos contra as formas evolutivas tripomastigotas, enquanto ndo foi
encontrado efeito de sDg-1319 sobre a forma evolutiva epimastigota (LIMA et al.,
2018). Em relag&o aos derivados do veneno de Crotalus durissus terrificus (Ctn,
Ctn[1-14] e Ctn[15-34]) foi observado agao sobre a forma evolutiva epimastigota
apenas para o Ctn, peptideo com maior numero de aminoacidos, enquanto que
para a forma evolutiva tripomastigota foi encontrado efeito para todos os
derivados testados (BANDEIRA et al., 2017) e para o derivado da Bothrops atrox
(BatxC) foi encontrado efeito contra ambas formas evolutivas (MELLO et al.,
2017). No presente estudo foi encontrada ac&o contra as formas evolutivas
epimastigota e tripomastigoda dos quatro (Hmc185-197, Hmc666-678, Hmc364-
382 e HmMc476-498) peptideos derivados da hemocianina do camardo P.
monodon.

Para que uma substéncia seja considerada promissora como farmaco
€ importante que ele apresente seletividade sobre as células-alvo, sem lesao
celular expressiva sobre as células do hospedeiro (PENA; SCARONE; SERRA,
2015). Além da necessidade de um indice de seletividade alto, também
necessario efeito contra as formas amastigotas, uma vez que sdo as formas
responsaveis pela manuteng¢do da infeccao (MORILLA; ROMERO, 2015). A
resisténcia ao tratamento tem sido reportada em outros estudos como um
resultado da dificuldade de certas drogas atravessarem a membrana da célula
infectada e obter o0 acesso ao parasita dentro do vacuolo parasitéforo (BORGES
et al., 2012). O principal exemplo dessa limitagdo € o proprio benzonidazol que
possui baixa permeacao através da membrana plasmatica, sendo necessario um
enorme gradiente de concentragdo para obter acesso aos amastigotas
citoplasmaticos (MORILLA; ROMERO, 2015). Portanto, o desafio terapéutico na
DC baseia-se principalmente na identificacdo de substancias que apresentem
eficacia contra as formas amastigotas intracelulares de T. cruzi, assim como foi
encontrado nos dois derivados da hemocianina selecionados demonstraram.

Os dois peptideos (Hmc364-382 e HMc666-678) possuindo os maiores
indices de seletividade 55,24 e 45,35 respectivamente foram testados contra
formas amastigotas, demostrando efeito no parametro de numero de

amastigotas por 100 células. Trés diferentes concentragdes foram testadas e nao
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foi observado diferengcas estatisticas entre elas, sugerindo um efeito nao
concentracdo dependente. Também foi avaliado o percentual de células
infectadas, porém este parametro nio foi afetado pelas concentracdes testadas
dos peptideos. Estes dados corraboram com os achados nos testes realizados
contra tripomastigotas e epimastigotas, ou seja, mesmo em menores
concentragbes também exibem uma inibigao significava do T. cruzi.

Pelas diretrizes da OMS/TDR, para um candidato antichagasico ser
considerado um sucesso €& necessario indice de seletividade acima de 50
(NWAKA; HUDSON, 2006). Dos quatro peptideos testados, apenas um
demonstrou indice de seletividade acima de 50 (Hmc364-382), contudo por
ambos os peptideos (Hmc364-382 e Hmc-666-678) terem apresentado bons
resultados de inibicdo da forma amastigota, estes foram utilizados nos testes
posteriores para a elucidagédo do mecanismo de agao.

Para a investigagdo sobre o tipo de morte celular foram realizados
ensaios que analisam fatores morfologicos e bioquimicos (VANDEN BERGUE et
al., 2013). Para fatores morfolégicos e ultraestruturais foram realizados ensaios
de microscopia eletrbnica de varredura e de transmissdo, e para fatores
bioquimicos citometria de fluxo utilizando marcadores especificos. A forma eleita
para avaliagdo do mecanismo de agao foi a epimastigota pela facilidade de
manutengdo em culturas e por ser proliferativa, bem como a amastigota
(GIRARD et al., 2016; SOUZA, 2002).

Por meio da microscopia eletrénica de transmissdo (MET), realizada
com 12 horas de tratamento, foi observado para o ambos os peptideos o
aumento dos reservossomos, em especial para o Hmc364-382 foi também
observado o aumento em numero dessa estrutura, esse achado € sugestivo de
um processo de morte celular autofagico, ja que o aumento das vesiculas acidas
pode estar relacionado a este mecanismo de morte celular (KESSLER et al.,
2013). Enquanto para o peptideo Hmc666-678 foi observado também uma
diminuicdo do tamanho da estrutura celular do parasito e uma desorganizagéo
intracelular. Nas imagens obtidas pela microscopia eletrbnica de varredura
realizado com 24 horas de tratamento independente das concentracdes testadas
foi encontrado a formacdo de poros na membrana celular e diminuicdo do
tamanho e inchago das formas epimastigotas, o que pode ser indicativo de morte

celular tanto por apoptose, necrose ou ainda por necrose secundararia.
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Por meio da citometria de fluxo realizada com 24 horas de
tratamento foi observado a existéncia de necrose celular pela marcacao de 7AAd
e apoptose tardia ou necrose secundaria pela dupla marcacdo com 7AAd e
anexina para ambos 0s peptideos e nas duas concentracoes testadas. A dupla
marcacdo com 7AAd e anexina pode ocorrer muitas vezes, pois a célula em
processo de necrose permite a marcagao com fosfatidilserina uma vez que neste
processo de morte celular ocorre a ruptura celular e perca da integridade da
membrana.

A ndo marcacdo com rodamina representa que a morte celular nédo
gera danos mitocondriais

A ndo marcacao com laranja de acridina, no tempo de 24 horas de
tratamento um dos marcadores sugestivos de processo autofagico, pode indicar
gue o mecanismo de acéo inicia por autofagia como observado no MET, em 12
horas de tratamento, e evolui para outros mecanismos, ja que quando o estresse
celular continua, a morte celular pode continuar pela autofagia sozinha, ou
freqUentemente se torna associada a caracteristicas de morte celular apoptética
ou necrotica (MAIURI, 2007). Para a avaliacdo de mecanismo autofagico,
existem marcadores bioquimicos mais especificos que o laranja de acridina,
como a deslocalizagcdo de GFP-LC3 para os autofagossomos ou a lipidagao de
LC3, como detectado por deslocamento de banda em western blots (TANIDA,
2011), que nao foram testados neste estudo.

Hmc364-382 gerou dupla marcacédo por 7AAD e anexina predominante
em ambas as concentracfes testatas e a liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (aumento da fluorescéncia de DCF) na concentracao de ICso, resultados
que gquando observados junto ao do MET (indicativo de autofagia) e MEV
(indicativo de necrose/apoptose) nos sugere uma morte celular iniciada por
autofagia, ocorrendo a evolucao para uma necrose apoptose tardia ou necrose
secundaria. Enquanto para o peptideo Hmc666-678 por meio da citometria e do
MEV é observado uma morte celular predominante por necrose, porém nao
ocorre o envolvimento de espécies reativas de oxigénio.

Vem sido demonstrado prioritariamente a necrose como via da morte
celular do benzonidazol (BANDEIRA et al., 2017) e de outros PAMs derivados
de animais, incluindo batroxicidina (MELLO et al.,, 2017) e crotalicidina

(BANDEIRA et al., 2017), mas diferentes mecanismos, como a apoptose e
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autofagia, no caso da melitina de veneno de abelha contra T. cruzi (ADADE et
al., 2013). A autofagia e apoptose também séo evidenciadas como mecanismo
de morte em outros parasitos como contra o Trypanosoma brucei induzida por
bacteriocina AS-48 (MARTINEZ-GARCIA et al., 2018) e por neuropeptideos
(DELGADO, 2009) e contra Leishmania donovani induzida pela temporina-SHa
(RAJA et al., 2017).

Apesar de outros PAMs derivados de animais descritos pelo nosso
grupo de estudo possuirem um perfil de inibigdo mais potente nas formas
evolutivas de T. cruzi (LIMA et al., 2018; MELLO et al., 2017; BANDEIRA et al.,
2017), os peptideos Hmc364-382 e HMc666-689 possuem vantagem de serem
moléculas ndo serem derivadas de venenos animais, podendo existir menor
risco de toxicidade e efeitos colaterais in vivo.

Assim, os peptideos Hmc364-382 e HMc666-678 demonstram potencial
como modelo para o desenvolvimento de novos medicamentos ou adjuvantes

para o arsenal quimioterapéutico e estratégias clinicas para tratar a D.C.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez-Garc%C3%ADa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29649664
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7. CONCLUSAO

Os peptideos Hmc666-678, HmMc364-382, HMc185-197 e HmMc476-498
derivados da hemocianina do P. monodon mostraram efeito antichagasico contra
as formas epimastigota e tripomastigota da cepa Y de T. cruzi.

Os peptideos HMc666-678, HMc364-382 foram os mais promissores,
apresentando alto indice de seletividade e efeito contra a forma amastigota da
cepa Y de T. cruzi.

As alteragdes morfolégicas e bioquimicas causadas por esses dois
peptideos mais promissorees na forma epimastigota, mostraram indicios de

morte por autofagia, necrose e /ou apoptose tardia.
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