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A Thais, minha orientadora, um exemplo impar de ser humano e de
alguém que realmente ama o que faz. Vocé se tornou, a cada dia, uma fonte de
inspiracdo com toda a sua forca e vontade de ser sempre melhor. Muito
obrigada por todas as oportunidades, credibilidade e principalmente, obrigada

por uma das maiores licdes que tive na minha vida.

De tudo ficaram trés coisas...

A certeza de que estamos comecgando...

A certeza de que é preciso continuar...

A certeza de que podemos ser interrompidos
antes de terminar...

Facamos da interrup¢cdo um caminho novo...
Da queda, um passo de danca...

Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro!

Fernando Sabino



Aos meus pais, Cicléia e Alberto, os maiores incentivadores de tudo!
Vocés sao os responsaveis por tudo o que ja fui capaz de realizar e por me
fazerem sempre acreditar que tudo no final sempre dara certo. Vocés sao o

meu chao, a minha vida. Obrigada por tudo. Amo vocés ad infinitum.

Para ser grande, sé inteiro: nada

Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. P6e quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda

Brilha, porque alta vive.

Ricardo Reis
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Ao André, que além de meu marido é também o meu melhor amigo, meu
ombro. Vocé sabe quanto foi importante para a realizacdo desta tese, uma
etapa tdo importante nas nossas vidas. Espero que vocé consiga mensurar o
quanto eu sou grata por todo o seu apoio e compreensdao. Amo vocé “a perder
de vista”.

Amar: Fechei os olhos para nao te ver e a minha boca para néao
dizer... E dos meus olhos fechados desceram lagrimas que néo
enxuguei, e da minha boca fechada nasceram sussurros e palavras
mudas que te dediquei....

O amor é quando a gente mora um no outro.

Mario Quintana
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Ao meu irméao Alberto, a minha prima Mariana e minha avé Miranil, por
todos os dias que compartilhamos, mesmo a distancia, e a eterna torcida de
vocé por novas conquistas. A luz de vocés torna a minha vida muito mais facil e
plena, dificil imaginar a auséncia deste time que estd sempre comigo. Amo

vocésl!

Outros outubros virao
Outras manhas plenas de sol e de luz

Fernando Brant
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UMA TESE E UMA TESE
Mario Prata

Cronica publicada no jornal O Estado de Sao Paulo, 7 de outubro de 1998.

Sabe tese, de facnldade? Aguela que defendem? Com nnhas e dentes? F dessa tese que
eu estou falando. 1 océ deve conbecer pelo menos uma pessoa que ja defenden uma tese. Ou
esteja defendendo. Sim, uma tese ¢ defendida. Ela ¢ feita para ser atacada pela banca, que
sdo aquelas pessoas que gostam de botar banca.

As teses sdo todas maravilhosas. Em tese. 1Vocé acompanha nma pessoa meses, anos,
Séeulos, defendendo nma tese. Palpitantes assuntos. Tem tese que nao acaba nunca, que
acompanha o elemento para a velhice. Tem até teses pos-morte. O mais interessante na tese ¢
que, quando nos contam, sao maravithosas, intrigantes. A gente fica curiosa, acompanha o
sofrimento do antor, anos a fio. Ai ele publica, te da nma cépia e ¢ sempre - sempre - uma
decepgiio. Em tese. Impossivel ler nma tese de cabo a rabo. Sio chatissimas. E uma pena
que as teses sejam escritas apenas para o julgamento da banca circunspecta, sisuda e
compenetrada em si mesma. E nds? Sim, porque os assuntos, jd disse, sao maravithosos,
cativantes, as pessoas sdao inteligentissimas. Temas do arco-da-velba. Mas toda tese fica no
rodapé da historia. Pra que tanto sic e tanto apud? Sic me lembra o Pasquim e apud ndo
parece candidato do PFL para vereador? Apud Neto.

Escrever uma tese ¢ quase um voto de pobreza que a pessoa se auntodecreta. O mundo
pdra, o dinheiro entra apertado, os filhos sao abandonados, o marido que se vire. Estou
acabando a tese. Essa frase significa que a pessoa vai sair do mundo. Ndo por alguns dias,
mas anos. Tem gente que nunca mais volta. E, depois de terminada a tese, tem a revisdao da
tese, depois tem a defesa da tese. I, depois da defesa, tem a publicacio. E, ¢ claro,
intelectnal que se preze, logo em seguida embarca nontra tese. Sdo os profissionats, em tese.
O pior é quando convidam a gente para assistir a defesa. Men Deus, que sono. Nio em
tese, na pratica mesmo. Orientados e orientandos (que nomes atuais!) sao undanimes em
afirmar que toda tese tem de ser - tem de ser! - daguele jeito. E pra néo entender, mesmo.

Tem de ser formatada assim. Que na Sorbonne ¢ assim, que em Coimbra também. Na
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Sorbonne, desde 1257. Em Coimbra, mais moderna, desde 1290. Em tese (e na pritica)
sdao 700 anos de muita tese e ponca pratica.

Acho que, nas teses, tinha de ter uma norma em que, além da tese, o elemento teria de
fazer também uma tesao (tese grande). Ou seja, uma versio para nds, pobres tedricos
ignorantes que ndo votamos no Apud Neto. Ou seja, o elemento (ou a elementa) passa a
vida a estudar um assunto que nos interessa e nada. Pra qué? Pra virar mestre, doutor? E
dai? Se ele estudou tanto aquilo, acho impossivel que ele ndao queira que a gente saiba a que
conclusoes chegon. Mas jamais saberemos onde fica o bicho da goiaba quando ndo ¢ tempo de
goiaba. No bolso do Apud Neto? Tem gente que vai para os Estados Unidos, para a
Europa, para terminar a tese. VV'do la nas fontes. Descobrem maravilhas. E a gente ndo
fica sabendo de nada. S aqueles sisudos da banca. E o cara dd logo um dez; com louvor.
Louvor para quem? Que exaltacdo, que encomio ¢ isso?

E tem mais: as bolsas para os que defendem as teses sao uma pobreza. Tem viagens,
compra de livros caros, horas na Internet da vida, separagies, pensao para os filhos que a
mnlber levou embora. E, defender nma tese é mesmo um voto de pobreza, ji diria Séo
Francisco de Assis. Em tese. Tenho um casal de amigos que ha uns dez anos prepara suas
teses. Cada um, uma. Dia desses a filha, de 10 anos, no café da manha, ameagon:

- - Nao vou mais estudar! Nao vou mais na escola.

- Os dois pararam - momentaneamente - de pensar nas teses.

- - O qué? Piron?

- - Quero estudar mais, nio. Olba vocés dois. Nao fazem mais nada na vida. E 56 a

tese, a tese, a tese. Nao pode comprar bicicleta por cansa da tese. A gente ndo pode
ir para a praia por cansa da tese. Tudo ¢ pra guando acabar a tese. Até trocar o
pano do sofd. Se eu estudar vou acabar numa tese. Quero estudar mais, nao. Nao
me deixam nem mexer mais no computador. V'océs acham mesmo que eu vou
deletar a tese de vocés?

- Pensando bem, até que ndo é uma ma idéia!
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RESUMO

Camila Marques Adade

AVALIACAO DOS EFEITOS DO VENENO (TOTAL E FRAQQES) DA SERPENTE
Crotalus viridis viridis SOBRE A MORFOLOGIA, PROLIFERACAO E INFECTIVIDADE
DO Trypanosoma cruzi

Orientadora: Thais Souto-Padron

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduagcao em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a
obtencéao do titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Os venenos de animais sdo misturas complexas de diferentes moléculas com alto
valor terapéutico. Esta tese mostra que o veneno bruto da cobra Crotalus viridis viridis
(Cwv), inibe a proliferagdo de epimastigotas, lisa formas tripomastigotas, além de agir
sobre o ciclo intracelular do T. cruzi, em concentragbes ndo toxicas as células
hospedeiras. Este trabalho também buscou identificar as fragdes presentes no veneno
de Cvv responsaveis por seus efeitos tripanocidas. O tratamento com o veneno bruto
de Cvv resultou em uma reducdo no numero de parasitos, onde os valores de DLsy/
24h de inibicdo da proliferacdo dos epimastigotas e lise dos tripomastigotas foram de
0,5+0,18 e 0,3 £ 0,19 ug/ml, respectivamente. A morfologia dos parasitos tratados foi
analisada por microscopia eletrénica de transmissdo e varredura, revelando um
inchaco nas mitocéndrias, formacao de grandes proje¢gdes na membrana plasmatica,
completa alteracédo do corpo celular e aparente perda da organizagdo das membranas
das organelas. A citometria de fluxo, apds 1 dia de tratamento com os respectivos
DLso, mostrou uma marcagao de 59% e 43% com iodeto de propidio e uma reducao de
76 a 88% na marcagdo com Rhodamina123, em epimastigotas e tripomastigotas,
respectivamente. O efeito do veneno sobre células LLC-MK; infectadas e tratadas,
gerou uma significativa redugdo no numero de amastigotas por célula infectada (76-
93%) e por 100 células (94- 97,4%) ap6s 96 horas de incubagdo com 37,5 ng/ ml. O
veneno bruto foi entdo aplicado em uma coluna analitica de fase reversa C8 e
parcialmente purificado por meio de sequenciais separagdes através da cromatografia
liquida de alta resolucao. De acordo com os perfis cromatograficos, as fracdes eluidas
foram liofilizadas, ressuspendidas em agua, o conteiudo protéico mensurado pelo
meétodo de Bradford e a atividade avaliada sobre formas tripomastigotas. A pureza e a
caracterizacdo das fracbes oriundas das melhores separacbes foram avaliadas por
SDS-PAGE e espectrometria de massas. Dentre as fragdes tripanocidas, isolamos e
caracterizamos uma proteina pertencente a familia das proteinas secretadas ricas em
residuos do aminoacido cisteina (CRiSP), até entdo nao descrita no veneno de Cvv.
Esta possui massa molecular de 24.893,64 Da e alta homologia a proteina catrina,
com um DLsy/ 24h de 0,93 pg/ ml sobre tripomastigotas. Nesta concentragéo, a
proteina nao apresentou toxicidade a musculos murinos isolados. Os resultados
apresentados mostram que o veneno de Cvv possui algumas moléculas tripanocidas,
onde uma proteina do tipo CRiISP pode ser uma potencial molécula para o
desenvolvimento de um novo farmaco para o tratamento da doenga de Chagas.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Doenga de Chagas, Quimioterapia, Crotalus viridis viridis,
Microscopia eletrénica, Citometria de fluxo, RP-HPLC, Espectrometria de Massas, CRiSP.

Rio de Janeiro
Julho de 2010
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ABSTRACT
Camila Marques Adade

EVALUATION OF Crotalus viridis viridis SNAKE VENOM (CRUDE AND FRACTIONS)
OVER MORPHOLOGY, PROLIFERATION AND INFECTIVNESS OF Trypanosoma
cruzi

Orientadora: Thais Souto-Padron

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduagcdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a
obtengao do titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Animals’ venoms are complex mixtures of different molecules with high therapeutic
value. This thesis shows that Crotalus viridis viridis (Cvv) crude venom inhibit the
epimastigotes proliferation, lysis trypomastigotes forms, besides acting in the T. cruzi
intracellular cycle, at concentrations non toxic to host cells. This study also tried to
identify the Cvv venom fractions involved in the trypanocidal effects. The Cvv crude
venom treatment resulted in a reduction in the parasites number, where the LDs
values of the inhibition of epimastigotes proliferation and trypomastigotes lysis were 0.5
+ 0.18 and 0.3 £ 0.19 pg/ml, respectively. The treated parasites morphology was
analyzed by transmission and scanning microscopy, presenting mitochondria swelling,
blebbing and disruption of plasma membrane, cell body alterations with apparent loss
of organelle organization. After one day treatment with their respective LDsg, flow
cytometry analysis showed a 59% and 43% of propidium iodide and a 76 to 88%
reduction of rhodamine123 staining confirming the alterations in plasma and
mitochondrial membranes, of epimastigotes and trypomastigotes, respectively. Pre-
infected LLC-MK; cells incubated with Cvv venom presented a 76-93% reduction in the
parasites number/ infected cell and a 94-97.4% reduction per 100 cells after 96 h of
infection. The crude venom extract was loaded onto to a reverse phase analytical (C8)
column and partly purified by different chromatograms using a high performance liquid
chromatographer. The obtained peaks were pooled in fractions according to the
chromatograms profiles, lyophilized, ressuspended in distillate water, their protein
content measured by Bradford method, and biological activity determined over
trypomastigotes forms. The purity and characterization of the fractions coming from the
best segregation chromatographies was evaluated by SDS-PAGE and mass
spectrometry. Among the trypanocidal fractions, we isolated and characterized a
protein belonging to the cysteine-rich secretory protein (CRiSP) family, until then never
described at the Cvv venom. This protein exhibited a molecular mass of 24,893.64 Da
and the MS/MS-derived sequences are nearly identical to the protein Catrin and related
shake venoms CRIiSPs. Trypomastigotes treatment revealed a LDso/ 24h of 0.93 pg/ ml,
and at this concentration no myotoxicity was observed in isolated murine
gastrocnemius muscles. Our results showed that Cvv venom has some trypanocidal
molecules among them a protein from the CRIiSP family. This protein seems to be a
promising component for an effective chemotherapy for the control of Chagas’ disease.

Key-Words: Trypanosoma cruzi, Chagas Disease, chemotherapy, Crotalus viridis
viridis, Electron Microscopy, Flow Cytometry, HPLC and Mass Spectrometry.
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I. INTRODUGCAO

1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e foi
descoberta por Carlos Chagas (1909), que caracterizou diversos aspectos da
patogenia e sintomatologia da doenga, incluindo o parasito, o seu vetor e o ciclo
biolégico (Fig. 1).

A enfermidade é autéctone em 22 paises do hemisfério ocidental e os ultimos
dados epidemioldgicos estimam que cerca de 16 a 18 milhdes de pessoas no mundo
estao infectadas com este parasito, sendo 5 milhdes apenas no Brasil (PINTO DIAS &
COURA, 1997; WHO, 1991, 1998, 2002). Os unicos paises de lingua espanhola nas
Américas que nao apresentam humanos infectados pelo T. cruzi sdo Cuba e
Republica Dominicana (WHO, 1991). Em paises endémicos, estima-se que a doenca
de Chagas tenha causado 45 mil mortes por ano na década de 80, 23 mil na década
de 90 e 11 mil a partir de 2000 (revisto em SCHMUNIS, 2007).

Figura 1. Prancha original do
M Sms (RS L T'.__: artigo de Carlos Chagas
descrevendo o Trypanosoma
L cruzi. A legenda original da

figura é:

‘e | ®
’ -

_\‘,-.

Preparados do Schizotrypanum
o’ cruzi. Fixagao a humido pelo
Farn & sublimado-alcool
(SCHAUDINN).

T . i) (=) Coloragao pela hematoxilina

. i ferrea (ROSENBUSCH).

Obtido do sitio: Biblioteca virtual
Carlos Chagas:

W

e http://www.prossiga.br/chagas/

No homem o periodo de incubacao, por infeccdo vetorial, varia de 7 a 10 dias
quando se inicia a fase aguda da doencga, geralmente oligossintomatica, despercebida

com freqiéncia, e reconhecida em apenas 1-2% dos casos, em regides nao



endémicas. Esta fase é relacionada a uma alta parasitemia e a presenca de infiltrados
inflamatérios em diferentes tecidos (revisto em LOPES & CHAPADEIRO, 1997). Em
criancas menores de dois anos, que nao recebem tratamento, a letalidade nesta fase
pode chegar a 10%. O local da entrada do parasito é geralmente marcado por uma
lesdo de pele, denominada chagoma de inoculagdo. No caso da contaminagéo pela
conjuntiva ocular, a lesdo caracteriza-se por conjuntivite e edema bipalpebral
unilateral, impedindo a abertura do olho correspondente, denominada sinal de
Romana (DIAS, 1934) (Fig. 2).

Figura 2: a: O "sinal de Romafia" indica a fase aguda da infecgdo chagasica; b: Maria Albina
da Silva, primeiro caso agudo da doenga de Chagas identificado na cidade mineira de
Bambui. Localizagdo do Documento: Fundagdo Oswaldo Cruz - Casa de Oswaldo Cruz —
DAD

Apoés a fase aguda, a maior parte dos individuos infectados evolui para a forma
indeterminada (latente) da fase crénica, caracterizada por positividade dos exames
sorolégicos e/ou parasitolégicos, auséncia de sintomas e/ou sinais da doenca,
eletrocardiograma normal ou com alteragdes menores, coragdo, esdfago e cdélon
radiologicamente normais (MACEDO, 1997; RIBEIRO & ROCHA, 1998). A maioria dos
individuos com infeccao cronica permanece na forma indeterminada por toda a vida,
porém cerca de 36% evolui para a fase crbnica sintomatica, depois de até 30 anos da
infeccao (revisto em RASSI, 1982; ANDRADE, 1985; WHO, 1997). Calcula-se que
pacientes que desenvolvem a sintomatologia crénica apresentam redugéo de cerca de
nove anos na expectativa de vida. (PUNUKOLLU et al., 2007).

Estudos com criangas chagasicas com a forma indeterminada mostraram que o
tratamento com as drogas disponiveis apresenta relativa ineficiéncia, uma vez que
33,3% dos casos evoluiram para a fase cronica sintomatica (SILVEIRA, CASTILLO &

CASTRO, 2000). Dentre os pacientes na fase crbnica sintomatica, cerca de 27%



desenvolvem dano cardiaco progressivo, com insuficiéncia cardiaca, disturbios
cardiacos de ritmo e condugao, aumento do coragao, ocorrendo freqiientemente morte
subita. Sao relatados ainda casos de pacientes com comprometimento digestivo (6%),
onde alteragcdes da secregcdo, motilidade, absor¢do e, nos casos mais graves,
megavisceras (colon e esdfago) sdo os sintomas caracteristicos (KOBERLE, 1956;
REZENDE, 1984). Aproximadamente 3% dos pacientes chagasicos cronicos
apresentam lesdes neurolégicas periféricas (WHO, 1997).

A reativacdo da doenca de Chagas pode levar ao aparecimento de formas
graves associadas a manifestacbes cardiacas, nervosas e lesbes cutaneas, e é
gerada em situagdes de imunossupressdo, como em transplantes (P1ZZIl et al., 1982;
LEIGUARDA et al.,, 1990; LA FORGIA et al., 2003; ATCLAS et al., 1999, 2005;
BARCAN et al., 2005; SILVA et al., 2010), leucemias (MONTEVERDE et al., 1976;
CORONA et al., 1988) e SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) (ODDO et
al., 1992; ROSEMBERG et al., 1992; NISHIOKA et al., 1993; SARTORI et al., 1995,
1998, 1999). Também ha relatos de dois pacientes HIV (virus da imunodeficiéncia
humana) -positivos que reativaram a doenca de Chagas na sua forma assintomatica,
caracterizada por xenodiagnoéstico (GALHARDO et al., 1999) ou parasitemia
(SARTORI et al., 2002). A reativagdo de doenca de pacientes HIV-positivos também
pode ser acompanhada de manifestacées clinicas ndao usuais, incluindo no sistema
nervoso central (DIAZGRANADOS et al., 2009).

2. O protozoario Trypanosoma cruzi

2.1. Taxonomia e ciclo de vida

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado parasito que apresenta um
ciclo de vida heteroxénico, alternando-se entre um hospedeiro invertebrado (inseto
triatomineo hematéfago) e um vertebrado (mamiferos, incluindo o homem).

Segundo a nomenclatura taxondémica tradicional (LEVINE et al., 1980), este
protozoario pertence ao filo Sarcomastigophora, sub-filo Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Entretanto, em
uma classificagdo mais recente dos cinetoplastideos utilizando sequéncias génicas de
RNAr 18S amplificadas de DNA ambiental (CAVALIER-SMITH, 1998; MOREIRA,
LOPEZ-GARCIA & VICKERMAN, 2004), foram propostas mudangas significativas na
taxonomia destes protozoarios. Foi sugerida a seguinte classificagdo: Império

Eucariota, reino Protozoa, sub-Reino Neozoa, infra-Reino Discicristata, filo Euglenozoa,



classe Kinetoplastea, sub-classe Metakinetoplastina, ordem Trypanosomatida, familia
Trypanosomatidae.

O vetor do T. cruzi é um inseto hematdfago pertencente a ordem Hemiptera,
familia Reduviidae, sub-familia Triatominae, popularmente conhecido como barbeiro.
Os triatomineos pertencentes aos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius (Fig. 3)
sdo os mais importantes do ponto de vista da transmissdo da doenca de Chagas,
embora mais de 120 espécies estejam envolvidas na transmissao do T. cruzi (LENT &
WYGODZINKY, 1979).

Figura 3. Algumas espécies de triatomineos vetores da doenga de Chagas. Obtido do sitio da:
Superintendéncia de Controles de Endemias (SUCEN).
http://www.sucen.sp.gov.br/doencas/index.htm). a: Rhodnius neglectus; b: Triatoma infestans;

c¢: Triatoma sordida; d: Panstrongylus megistus

Quando no lumen do intestino do inseto vetor, o T. cruzi prolifera sob a forma
epimastigota, ndo infectiva ao hospedeiro vertebrado (Fig. 4). Estas formas colonizam
o tubo digestivo do inseto e ao atingirem a ampola retal (por¢ao final do intestino) se
diferenciam em formas infectivas denominadas tripomastigotas metaciclicos, formas
nao proliferativas que sdo eliminadas juntamente com as fezes e urina do inseto
durante o repasto sanguineo em um mamifero (BRACK, 1968; BRENER &
ALVARENGA, 1976). Tripomastigotas metaciclicos, ao infectarem o hospedeiro
vertebrado, podem também invadir macréfagos e células localizadas no sitio de
inoculagédo. No interior da célula hospedeira, as formas tripomastigotas escapam do
vacuolo parasitéforo e livres no citoplasma se diferenciam em formas amastigotas, que
se multiplicam por divisdo binaria. Apds passarem por alguns ciclos reprodutivos, as

formas amastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas (DVORAK & HYDE,



1973), que rompem a membrana plasmatica da célula hospedeira e sendo entado

liberados, podendo assim invadir células vizinhas ou infectar outros tecidos, caso

sejam transportados pelas correntes sanguinea e linfatica. A ingestao de sangue

infectado por insetos vetores permitira a diferenciacédo das formas tripomastigotas em

epimastigotas no lumen do tubo digestivo, completando assim o ciclo de vida do
parasito (revisto em MORTARA et al., 2005; ANDRADE & ANDREWS, 2005).

Ao se alimentar “‘:"

o triatomineo [ B
defoca O 8  —— e,
homem . ¢
contamina o Formas \ -~
local da picada ' tripomastigotas 3 J
comas fezes . caem na corrente
tri contento sangidinea
ripomastigotas
i i Parasitos invadem os
Ciclo macrofagos e se
= No reto: epimastigotas bioléaico diferenciacao em amastigotas
— " / se diferenciamem g
| tripomastigotas do : .
u metaciclicos, e sdo T. cruzi '__"' s
eliminados durante Jm.} ﬁ
repasto sangiiineo e T
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i ‘ intracelular se
N multiplica, rompe
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epimastigotas se / b
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Figura 4. Ciclo da infecgao pela Doenga de Chagas. Figura de C. M. Adade.

Foi descrito em glandulas de cheiro de gambas Didelphis marsupialis um ciclo

normalmente encontrado no inseto vetor, paralelo ao intracelular dos vertebrados.

Neste ciclo ha formas epimastigotas multiplicativas extracelulares e formas

tripomastigotas metaciclicas, sugerindo que o parasitismo desta glandula seja uma

aquisicao secundaria do ciclo biolégico do parasito, que poderia levar a independéncia
do inseto vetor (DEANE, LENZI & JANSEN, 1984; JANSEN et al., 1997).

2.2. Morfologia



O T. cruzi apresenta trés formas evolutivas: epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas (Fig. 5), as quais sdo distintas morfologicamente, tanto pela forma do
corpo, quanto pela localizacdo do cinetoplasto, uma por¢cdo da mitocéndria onde se
concentra DNA mitocondrial (conhecido como k-DNA) que se marca fortemente em
preparagdes coradas para observagao por microscopia de luz (revisto em DE SOUZA,
1980, 1984, 2002).

Tripomastigota Amastigota Epimastigota

Figura 5. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. Modificado de DOCAMPO et al., 2005. N:

nucleo; k: cinetoplasto

Nas formas tripomastigotas, o flagelo emerge da regiao posterior do corpo e se
dirige para a regido anterior, aderido a membrana plasmatica. O flagelo é responsavel
pelo deslocamento do parasito e desta maneira, o movimento ondulatério do flagelo é
transmitido a membrana plasmatica do protozoario, formando-se assim uma estrutura
semelhante a “membrana ondulante”. As formas amastigotas sdo arredondadas, sem
flagelo aparente e com um cinetoplasto em forma de barra. Em formas epimastigotas o
flagelo emerge lateralmente na porg¢éao anterior do corpo, com o cinetoplasto anterior
ao nucleo e em forma de barra.

O T. cruzi possui, assim como os outros tripanosomatideos, além das organelas
tipicas de células eucaribticas, outras que |he sio caracteristicas, tais como
cinetoplasto, citéstoma, acidocalcisomos e reservosomos (revisto em DE SOUZA,
1980, 1984, 2002).

A membrana plasmatica apresenta a estrutura tradicional constituida por uma
bicamada lipidica, proteinas e carboidratos distribuidos na face externa, formando o
glicocalice por toda a superficie celular (DE SOUZA, MARTINEZ-PALOMO &
GONZALEZ-ROBBLES, 1978). Presentes na membrana ha trés macrodominios: a
por¢do de membrana que recobre o corpo celular, a que recobre o flagelo e a que

recobre a bolsa flagelar. Estes macrodominios podem ser distinguidos entre si pela



presengca de microtubulos sub-peliculares, apenas associados a membrana que
recobre o corpo celular, e pelos microtubulos do axonema, que estdo associados
apenas a membrana do flagelo (revisto em DE SOUZA, 2007). Os microtubulos sub-
peliculares se localizam imediatamente abaixo da membrana (Fig. 6), distribuidos
longitudinalmente, e estdo conectados uns aos outros e a membrana plasmatica por
proteinas filamentosas, conferindo assim rigidez a célula (MEYER & DE SOUZA,
1976; DE SOUZA, 1989; DE SOUZA & SOUTO-PADRON, 1984; revisto em DE
SOUZA, 1999, 2002).

O ndcleo, que é arredondado nas formas amastigotas e epimastigotas, e
alongado nas formas tripomastigotas, apresenta nucléolo central e cromatina
periférica. Durante o processo mitético, a membrana nuclear permanece intacta e
desaparecem a cromatina e o nucléolo (endomitose). Os cromossomos sao de dificil
visualizagcdo, uma vez que nao se condensam em nenhuma das formas evolutivas do
parasito (revisto em DE SOUZA, 2002).

Como comentado anteriormente, a movimentagao do parasito é feita por meio de
um flagelo, também de fundamental importédncia a adesdo a diferentes substratos,
como por exemplo, a parede do tubo digestivo do inseto. O flagelo tem origem em um
corpusculo basal localizado préximo ao cinetoplasto, apresentando um arranjo classico
de microtubulos tipo “9+2”, além de uma estrutura paraxial formada por uma rede de
filamentos. O flagelo exterioriza-se do corpo por intermédio de uma invaginagéo da
membrana plasmatica denominada bolsa flagelar (Fig. 6), através da qual o parasito
secreta macromoléculas e internaliza nutrientes do meio externo. Um segmento
significativo do flagelo é fortemente aderido ao corpo celular por uma regido designada
zona de adesao flagelar (FAZ), que apresenta um agrupamento de proteinas integrais
distribuidas em intervalos relativamente regulares, e onde uma glicoproteina de
membrana de 72 kDa (Gp72) é imunodominante (MARTINEZ-PALOMO, DE SOUZA &
GONZALEZ-ROBLES, 1976; KOHL & GULL, 1998; RUIZ-MORENO et al., 1995;
ROCHA et al., 2006). Em tripanosomatideos, o flagelo pode funcionar tanto como uma
hélice, impulsionando o parasito para a regido anterior, como ao contrario como o que
ocorre em outras células dotadas do mesmo, como os espermatozéides.

A mitocondria do T. cruzi é uUnica e ramifica-se pelo corpo do protozoario
(PAULIN, 1975) (Fig. 6), apresentando diversas enzimas comuns as presentes em
outras células eucarioticas (MEIRELLES & DE SOUZA, 1980). Em sua regido proxima
ao corpusculo basal, observa-se uma regido com alta concentragdo de DNA
extranuclear, o cinetoplasto (BORST & HOEIJMAKERS, 1979). O DNA desta organela
(kDNA) pode representar de 20% a 30% do DNA total da célula, composto por

milhares de mini-circulos e dezenas de maxi-circulos associados (SHAPIRO &



ENGLUND, 1995). RNAs ribossomais e algumas proteinas mitocondriais s&o
codificadas pelas duzias de cépias de maxi-circulos, enquanto que os milhares de
copias dos mini-circulos sao responsaveis pela producao de pequenas moléculas de
RNA, que irdo editar as moléculas de RNA mensageiro dos transcritos mitocondriais
(JUNQUEIRA, DEGRAVE & BRANDAO, 2005; revisto em LIU et al., 2005).

Citéstoma

Axonema

Estrutura paraflagelar

Vacuolo contratil

Bolsa flagelar

Cinetoplasto
Nucleo
Glicosomo

Nucléolo

Mitocondria

Acidocalcisomo

Reservosomo

Microtabulos
Subpeliculares

Figura 6. Esquema geral da morfologia da forma epimastigota de T. cruzi. Detalhe
para os reservosomos, organelas ausentes nas demais formas morfologicas desse parasito.
Modificado de DOCAMPO et al., 2005.

Perfis de reticulo endoplasmatico encontram-se distribuidos por todo o
citoplasma da célula, inclusive na periferia. O complexo de Golgi, formado por poucas
cisternas empilhadas, esta localizado na porgao anterior do corpo nas formas
epimastigota e amastigota e na regido posterior nas formas tripomastigotas, sempre
préximo a bolsa flagelar (revisto em DE SOUZA, 2002).

O T. cruzi também apresenta organelas acidicas (Fig. 6) como reservosomos,

encontrados apenas em epimastigotas (SOARES & DE SOUZA, 1988; revisto em



SOARES, 1999; FIGUEIREDO et al., 2004; SANT'ANNA, DE SOUZA & CUNHA-E-
SILVA, 2004), acidocalcisomos, presentes em todas as formas do parasito (DVORAK
et al., 1988; DOCAMPO et al., 1995; revisto em DOCAMPO et al., 2005), e organelas
relacionadas a lisosomos (LROs), que além dos reservosomos de epimastigotas, sao
pequenas organelas presentes nas formas tripomastigotas e amastigotas e que
apresentam caracteristicas semelhantes aos lisosomos de células mamiferas
(SANT’ANNA et al., 2008; revisto em DE SOUZA, SANT'ANNA & CUNHA-E-SILVA,
2009).

Os processos de endocitose ocorrem por ingestdo de macromoléculas através
da bolsa flagelar e do citéstoma. O citéstoma é uma invaginacdo da membrana
plasmatica proxima a bolsa, e esta presente nas formas epimastigota e amastigota, e
ausente em formas tripomastigotas (DE SOUZA, MARTINEZ-PALOMO & GONZALEZ-
ROBBLES, 1978; SOARES & DE SOUZA, 1988, 1991; revisto em DE SOUZA, 2002).
Ele se continua com a formacgédo da citofaringe, onde na sua porgéo final, ha o
brotamento de vesiculas endociticas pela qual ocorre a internalizacdo de nutrientes,
com subseqiiente armazenamento e processamento nos reservosomos (SOARES &
DE SOUZA, 1991; FIGUEIREDO et al., 2004; SANT'ANNA, DE SOUZA & CUNHA-E-
SILVA, 2004).

Os reservosomos sao estruturas esféricas delimitadas por uma unidade de
membrana, com diametro de 0,4 a 0,6 um. Estas organelas se localizam
preferencialmente na porgao posterior do parasito, apresentando uma matriz protéica
e elétron-densa onde estdo imersas inclusdes lipidicas (SOARES & DE SOUZA,
1988). Apresentam pH em torno de 6,0, e sdo considerados como compartimentos
pré-lisosomais por acumularem proteinas e lipidios ingeridos e por serem ricos em
cisteino-proteinase, apesar de ndo apresentarem fosfatase acida e de ndo se
marcarem positivamente com anticorpos anti-proteinas de células de mamiferos
associadas as membranas lisosomais, como LAMP1, LAMP2 e Igp120 (SOARES,
SOUTO-PADRON & DE SOUZA, 1992). Os reservosomos contém cruzipaina,
principal cisteino proteinase do T. cruzi (CAZZULO, STOKA & TURK, 1997; revisto em
SOARES, 1999), e aparentam desempenhar um papel crucial no processo de
diferenciagdo celular do parasito (metaciclogénese), uma vez que seu conteudo é
consumido ao longo deste processo, resultando no desaparecimento da organela em
formas tripomastigotas. O consumo de seu conteudo também ocorre quando o
parasito € submetido a um estresse nutricional (SOARES et al., 1989; FIGUEIREDO,
STEINDEL & SOARES, 1994; revisto em SOARES, 1999). Experimentos de
metaciclogénese reversa mostraram que a biogénese dos reservosomos se inicia

durante a diferenciagédo de formas tripomastigotas/amastigotas em epimastigotas, com



a formacgado de vesiculas elétron-densas a partir do complexo de Golgi contendo
cisteino-proteinases e outras hidrolases (FIGUEIREDO et al., 2004). Estas vesiculas
se movem da regidao do complexo de Golgi para a regido posterior das formas
epimastigotas diferenciadas (FIGUEIREDO et al., 2004; SANT'ANNA, DE SOUZA &
CUNHA-E-SILVA, 2004).

Acidocalcisomos sao pequenas organelas esféricas, delimitadas por uma
unidade de membrana e geralmente distribuidas por todo o corpo do parasito. Estas
organelas apresentam alta elétron-densidade, contém grande parte do estoque de
Ca?* em tripanosomatideos e outros protozodrios patogénicos, incluindo Trypanosoma
brucei, Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Plasmodium berghei e Toxoplasma gondii (DOCAMPO et al., 1995; SCOTT, MORENO
& DOCAMPO, 1995; SCOTT et al., 1998; MIRANDA et al., 2000; MARCHESINI et al.,
2000; MCINTOSH & VAIDYA, 2002; revisto em DOCAMPO et al., 2005). Microanalise
de raios-X permitiu demonstrar que o limen do acidocalcisomo contém grandes
quantidades de fésforo, magnésio, potassio, sédio, zinco e ferro (SCOTT et al., 1997,
CORREA, ANDRADE, & SOARES, 2002). O fésforo esta presente sob a forma de
polifosfatos de cadeia curta (P,O;*) e pirofosfato inorganico (PPi), sendo este mais
abundante que o ATP (URBINA, 1999). O pH acido é mantido pela agdo de H'-
ATPases e por H*-PPases do tipo vacuolar. Uma Ca*-H*-ATPase translocadora é
responsavel pela incorporagéo e saida de Ca*" (revisto em DOCAMPO et al., 2005).

Glicosomos sao organelas tipicas de tripanosomatideos e sao semelhantes aos
peroxisomos das demais células eucaridticas. Podem ter formato arredondado ou
alongado, matriz densa e homogénea, e estdao presentes em todas as formas
evolutivas do T. cruzi. Foram encontradas moléculas envolvidas no metabolismo do
peréxido (como a catalase) em tripanosomatideos monoxénicos (WERTLIEB &
GUTTMAN, 1963; GUTTERIDGE et al.,, 1982), mas esta enzima ainda n&o foi
detectada nos glicosomos do T. cruzi. Nestas organelas foram encontradas enzimas
que participam da oxidacdo de aminoacidos e lipideos, e parte da via metabdlica da
glicdlise (revisto em DE SOUZA, 2002; HANNAERT et al., 2003; PARSONS, 2004).
WILKINSON e cols. (2005) demonstraram que estas organelas também tém papel
fundamental na sintese de vitamina C em T. cruzi e T. brucei, por meio da enzima
arabinonolactona oxidase (ALO), que produz eritroascorbato a partir da D-arabinono-y-

lactona.

2.3. Transmissao e controle
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A doencga de Chagas pode ser transmitida por diversas vias (revisto em MOYA &
MORETTI, 1997; MONCAYO & SILVEIRA, 2009), sendo a vetorial (80-90%), a
transfusional (8-18%) e a congénita (2-3%), as principais. Outras formas de
transmissdo incluem aquelas causadas por acidentes em laboratério (revisto em
PINTO DIAS, 1990; KINOSHITA-YANAGA et al., 2009), por transplantes de érgaos
(revisto em BARSOUM, 2004) e por via oral (revisto em CAMANDAROBA, PINHEIRO
LIMA & ANDRADE, 2002; DIAS, 2006b), sendo que esta ultima pode estar relacionada
a ingestao de alimentos crus ou mal cozidos contaminados com urina e/ou fezes de
gambas (Didelphis marsupialis) e/ou de vetores infectados (SHIKANAI-YASUDA et al.,
1991; GUS , MOLON & BUENO, 1993).

A transmissdo por via oral pode ter tido um antecedente experimental desde o
inicio dos estudos sobre a doenga quando a pedido de Carlos Chagas, Oswaldo Cruz
colocou triatomineos infectados e saglis juntos em uma jaula tornando os macacos
infectados (CHAGAS, 1909). Neste relato, foi mencionado que nao teria ocorrido
inoculacéo, auséncia de sinais de porta de entrada e a sugestdo de que os saguis
haviam ingerido os insetos. A partir deste, diversos experimentos comprovaram a
possibilidade da transmissao oral por ingestdo de carne com ninhos de amastigotas,
sucos e alimentos crus contaminados com as formas tripomastigotas e também pela
ingestdo de insetos triatomineos e/ ou outros insetos, como moscas, infectados
(MAZZA et al., 1936; DIAZ-UNGRIA, 1969, DIAZ-UNGRIA & BRACHO, 1970; DIAZ-
UNGRIA & ZEUSS, 1971; ROELLING, revisto em DIAS, 2006b; ELLIS & YABSLEY,
2009;).

Até o ano de 2001, 148 casos de infecgdo oral foram relatados em toda a
Amazobnia brasileira (principalmente Para, Amazonas, Acre, Amapa, Maranhdo e
Rondénia), sendo 121 considerados agudos com 5 6ébitos registrados. Em 1965
(Teutdbnia, RS) e 1986 (Catolé do Rocha, PB) foram registrados 17 e 26 casos,
respectivamente, de contaminacgao oral por T. cruzi. No Rio Grande do Sul ocorreu por
ingestdo de alimentos, e na Paraiba por ingestdo de caldo-de-cana (revisto em
LEWINSOHN, 2005a, 2005b, 2005c). Em 2005, duas micro-epidemias ocorreram no
Brasil, sendo uma no Amapa e a outra, de grande divulgacdo na imprensa nacional,
em Santa Catarina. No Amapa, o Servico de Epidemiologia da Secretaria Estadual de
Saude relatou a infeccdo de 26 moradores da regido de lgarapé da Fortaleza pela
ingestdo de suco de acai contaminado. Em Santa Catarina, a Vigilancia
Epidemiologica confirmou 31 casos do surto e 136 suspeitos, além de 6 6bitos em
individuos que adquiriram a doenca de Chagas pela ingestdo de caldo de cana,
préximo a cidade de Navegantes (revisto em LEWINSOHN, 2005a, 2005b, 2005c;
STEINDEL et al., 2008). A gravidade do episédio de Santa Catarina foi relacionada a
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alta carga parasitaria nos individuos infectados, muito superior aquela observada
durante uma transmissao vetorial. Os casos de infecgéo por ingestdo de suco do agai
e caldo de cana podem ter ocorrido devido a contaminacao dos sucos por fezes ou
urina do barbeiro, ou pela moagem de insetos infectados juntamente com a cana e as
frutas processadas (revisto em LEWINSOHN, 2005a, 2005b, 2005c; STEINDEL et al.,
2008).

Durante os meses de Janeiro a Novembro de 2006, um total de 178 casos da
forma aguda da doenca de Chagas foi relatado somente no estado do Para. Dos
individuos da cidade de Barcarena, a maior parte dos pacientes se tornou infectada
pela ingestdo de acai ndo pasteurizado. Outros relatos da origem da infeccdo por
estes individuos foram o charque, frutas como o cupuacgu, biriba e muruci, ou por
outros alimentos crus (NOBREGA et al., 2009). Um aspecto comum a estes episddios
€ que todos ocorreram em periodos quentes do ano, em que é maior a atividade
biolégica do triatomineo; por exemplo, na Amazénia, cerca de 70% das 59 micro-
epidemias registradas até 2005 ocorreram de agosto a dezembro (revisto em DIAS,
2006a).

A doenca de Chagas disseminou-se entre as populagdes rurais latino-
americanas acompanhando os movimentos migratérios do homem, que nos ultimos
trés séculos invadiu os locais naturais em que vivem os barbeiros. Nas Ultimas
décadas essa doenca vem se tornando mais urbana, em decorréncia da crescente
migracdo das pessoas do campo para as cidades, e pelo aumento do numero de
transfusdes de sangue. Os triatomineos, que eram essencialmente silvestres, tiveram
seus habitos alimentares modificados e passaram a ocupar o peridomicilio, chegando
freqientemente até o interior do domicilio (revisto em PINTO DIAS, SILVEIRA &
SCHOFIELD, 2002).

Durante a década de 40, com o advento dos inseticidas sintéticos em associagao
a melhoria das habitagdes (substituicdo da construcdo em pau-a-pique popularmente
conhecida como “cafua”) (Fig. 7), o controle vetorial da doenca de Chagas foi
introduzido no Brasil, seguido por outros paises da América do Sul como Argentina,
Venezuela e Chile. Em 1991, um acordo assinado pelos paises do Cone Sul buscou
eliminar de forma integrada, o principal vetor da doenga, o T. infestans, e reduzir o
risco de contaminacao pelo T. cruzi em transfusdes sanguineas. As metodologias e
objetivos desta iniciativa foram coordenados pela Organizagdo Pan-Americana de
Saude e pela Organizagdo Mundial da Saude (SCHOFIELD & PINTO DIAS, 1999;
WHO, 2002; revisto em PINTO DIAS, SILVEIRA & SCHOFIELD, 2002; VINHAES &
SCHOFIELD, 2003; MONCAYO, 2003; revisto em SCHMUNIS & CRUZ, 2005).
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Em razao do controle eficaz da doenga de Chagas, o numero de novas infec¢des
foi fortemente reduzido (SCHOFIELD & PINTO DIAS, 1999; WHO, 2002) em todos os
paises do Cone Sul integrados no acordo. Entre os anos de 1975 e 1995 o Brasil
gastou cerca de 500 milhdes de ddlares na prevencao e no controle das atividades
para contencao da doenca de Chagas. A analise de custo-beneficio demonstrou que,
para cada doélar gasto no controle do vetor, US$ 2,0 foram salvos, enquanto que para
os bancos de sangue, apenas U$ 0,19 retornava. Ou seja, a eliminagdo da infecgédo
vetorial deve ser sempre prioritaria, pois a prevengdo ainda é claramente menos
dispendiosa (revisto em SCHMUNIS & CRUZ, 2005). O controle efetivo é tido como
um objetivo alcancavel, dependendo do comprometimento das politicas de Saude
Publica em manter e ampliar os programas de vigilancias epidemiolégicas existentes
(PINTO DIAS, SILVEIRA & SCHOFIELD, 2002).

Em mais de 50% dos individuos nao tratados ou nos quais o tratamento nao foi
eficiente, o T. cruzi pode ser detectado no sangue anos apés a infeccao ter sido
iniciada. Consequentemente, o parasito pode ser transmitido por transfusdo sanguinea
a um individuo ndo infectado (WHO 1991, 2002). No entanto, nem todos os individuos
manifestam a doenca apds receberem sangue contaminado: cerca de 12-20% dos
individuos infectados na Argentina, Brasil e Chile, e mais de 48% na Bolivia (WHO
1991, 2002).

No Brasil, o numero de pessoas infectadas por via transfusional aumentou
consideravelmente na primeira metade do século XX, devido a migragao da populagao
rural para a regido urbana (PINTO DIAS, 1992). Embora o Brasil tenha iniciado na
década de 60 a implementagdo de mecanismos e estratégias para o controle da
transmissao transfusional, na década seguinte menos da metade dos servigos de
hemoterapia realizava triagem dos doadores visando identificar individuos

possivelmente infectados pela doenga de Chagas.
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Figura 7. Habitantes de moradia tipica das regides rurais, conhecida como "cafua". Localizagao
do Documento: Fundacdo Oswaldo Cruz - Casa de Oswaldo Cruz — Biblioteca. Obtida do sitio:

Biblioteca virtual Carlos Chagas- http://www.prossiga.br/chagas/

Desde os anos 60, a Organizacdo Mundial de Saude recomenda o uso do
corante violeta de genciana em servigos hemoterapicos em areas endémicas de
doencga de Chagas (WHO, 1984). Devido a variagdo na composi¢cao deste corante
entre os varios fabricantes, ele foi substituido por cristal violeta, seu principal
componente, na concentragcao de 125 mg/500 ml sangue. Seu mecanismo de acao
envolve a formacdo de radicais livres, onde o principal alvo seria a mitocdndria
(GADELHA et al., 1989; revisto em DOCAMPO, 1990). O cristal violeta ndo apresenta
efeitos colaterais importantes, porém existem restricbes ao seu uso devido a relatos
sobre alteragcbes em eritrocitos, carcinogenicidade potencial, e a n&o-aceitagdo por
pacientes devido a sua cor (THOMAS & MCPHEE, 1984).

A partir da emergéncia da SIDA, iniciou-se nos anos 80 um movimento visando a
melhoria da qualidade do sangue, com triagem dos doadores por meio de exames
sorolégicos para deteccao da doenca de Chagas e quimioprofilaxia em sangue
suspeito usando drogas tripanocidas (revisto em PINTO DIAS, SILVEIRA &
SCHOFIELD, 2002). Atualmente, como a maioria dos paises endémicos da América
Latina realiza triagem em doadores de sangue, a prevaléncia da infecgdo por T. cruzi
entre os doadores caiu rapidamente na maioria dessas regides (MORAES-SOUZA,
1999; SCHMUNIS et al., 2001; MONCAYO, 2003; revisto em SCHMUNIS & CRUZ,
2005). Em levantamento realizado no Hemocentro de Sao Paulo (SP) entre 1996 e
2001, foi observado que a prevaléncia de soros positivos para esta doenga diminuiu,
atingindo a taxa anual de 1,86 em 10.000 individuos (SABINO et al.,, 2003). No
entanto, a infeccdo pelo T. cruzi em paises ndao endémicos tem se tornado um

problema de saude publica que vem aumentando nas ultimas décadas (revisto em
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SCHMUNIS, 2007; SCHMUNIS & YADON, 2009) (Fig. 8). Em paises onde a sorologia
para o protozoario nao é realizada na sele¢ao de doadores, o risco de recebimento de
sangue e transplante de érgaos infectados aumenta em proporgao direta a prevaléncia
da infeccdo dentro da populacdo de doadores e o numero de transfusdes recebidas,
onde os individuos que tém que receber multiplas transfusées sdo os mais expostos.

Dificuldades econbmicas e/ ou problemas politicos fazem a emigracdo de
pessoas de paises endémicos para paises desenvolvidos, transformando a doencga de
Chagas em um problema global. O risco maior ocorre em paises que recebem os
maiores numeros de imigrantes: EUA e Espanha (revisto em SCHMUNIS, 2007,
SCHMUNIS & YADON, 2009).

Nos EUA, na década de 80, era estimado que 100 mil- 370 mil pessoas tinham
infeccao crbnica pelo T. cruzi, e destes, 75 mil apresentavam miocardiopatia cronica
(SKOLNICK, 1989; MILEI et al., 1992). Os numeros atuais devem ser bem maiores,
tendo em vista que o censo do ano 2000 mostrou que 35 milhdes de hispanicos vivem
naquele pais, e que séo cerca de 45 milhdes em 2004 (revisto em SCHMUNIS, 2007).
Um numero significativo era de imigrantes onde a infecgéo pelo T. cruzi é endémica.

Além disso, milhares de emigrantes de paises endémicos para a doenca de
Chagas também vivem no Canada, paises da Europa, Australia e Japao (revisto em
SCHMUNIS, 2007). Nesse ultimo pais, ha principalmente brasileiros de ancestralidade
japonesa, que devido as condi¢des em que viviam no Brasil, se tornaram infectados
pelo protozoario. No ano de 2006, estima-se que 3,0% (3088 individuos) e 3,5% (5553
individuos) dos imigrantes que foram para Australia e Canada, respectivamente,
estavam infectados pelo T. cruzi, sendo que destes 618 e 1111 individuos (dos dois
paises respectivamente) necessitariam de acompanhamento médico (SCHMUNIS &
YADON, 2009). Em paises europeus (excluindo a Espanha), estima-se que 2,9%
(14010 individuos) dos imigrantes em 2005 estavam infectados pelo protozoario, e

destes, 2803 necessitariam de atengdo médica.
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Figura 8. Fluxo de imigrantes provenientes de paises endémicos para o T. cruzi. Numero estimado
em individuos infectados e que potencialmente que devem ter ou desenvolver a doenga de Chagas
nos paises de destino. Adaptado de SCHMUNIS & YADON, 2009

Na Espanha, pais europeu que recebe a maioria dos emigrantes, a infecgao pelo
T. cruzi € um problema potencial. De acordo com o Diretorado Geral Politico do
Ministério do Interior espanhol, havia 297.171 imigrantes legais em 2002 dos 16
paises latino-americanos endémicos para a doenca de Chagas. Considerando a
prevaléncia da infecgdo dentro destes imigrantes similar a prevaléncia nos bancos de
sangue de seus paises de origem em 1997-1999 (assumindo que os emigrantes do
México para a Espanha tinham melhores condicbes econbmicas do que os que
emigraram para o Canada ou EUA), pode ser estimado que, naqueles anos, 2518
individuos eram potencialmente infectados (revisto em SCHMUNIS & CRUZ, 2005;
SCHMUNIS, 2007). No ano de 2008, o numero de imigrantes na Espanha oriundos de
paises da América Latina ja era de 1.808.771, sendo que 1.678.711 eram de 17
paises endémicos para a doenga de Chagas. Estima-se que 5,2% deste total (ou
86.948 individuos) estariam infectados e 16.909 pessoas necessitariam de atencao
meédica (SCHMUNIS & YADON, 2009). No entanto, a imigracao ilegal na Espanha é
ainda maior do que a legalizada: por exemplo, em 2002, dos 550 mil turistas dos 17

paises latino-americanos que entraram na Espanha, apenas 86 mil a deixaram. O
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caso extremo é o Equador, de onde 101.432 turistas entraram na Espanha, mas
apenas 874 sairam (SCHMUNIS, 2007).

Além destes mecanismos, a infecgdo congénita também é um problema real
nestes paises. Na Italia, até 2008, foi detectada sorologia positiva para o T. cruzi em
1% das 99 mulheres gravidas latino-americanas; na cidade de Madri, este percentual
foi de 18% das 230 mulheres gravidas provenientes da Bolivia, sendo que foi
confirmado um caso de transmissao vertical (revisto em SCHMUNIS & YADON, 2009).
Nos EUA, estimativas sdo de que nasgam 189 bebés por ano infectados (MILEI et al.,
2009). A doenca de Chagas congénita foi também diagnosticada em paises como a
Suécia e a Suica.

Nos EUA, ha relatos de casos de transmissido autdctone, sendo confirmados 6
casos desse evento. Diversos estudos tém demonstrado a presenca do protozoario
em diferentes hospedeiros animais em diversos estados daquele pais. Guaxinins,
crocodilos, gambas e cachorros sdo os que tém apresentado altos indices de
contaminagédo (MILEI et al., 2009). Estatisticas apontam que 50-59% dos guaxinins
estejam infectados na Georgia, 63% em Oklahoma e até 67% destes no Tennessee,
entre outros. No estado da Louisiana, o parasito foi encontrado em até 28,8% dos
crocodilos, 35,7% dos gambas e 4,7% dos caes oriundos de zonas rurais. A pesar dos
altos indices da presenca do T. cruzi em diferentes estados, credita-se a ainda baixa
transmissdo do mesmo para humanos ao fato de que o inseto vetor esta presente em
casas frequentemente encontradas em areas subdesenvolvidas, pouco presentes nos
EUA (MILEI et al., 2009). No entanto, mudancgas nos ecossistemas parecem favorecer
a transmissao da doenca. Na peninsula de Yucatan (México), foi relatado um aumento
no ndamero de triatomineos 6 meses apds a passagem do furacao Isidora, e 9 meses
ap6s a passagem do furacdo Katrina por Nova Orleans, foi relatada a infeccao
autéctone de uma mulher de 74 anos de idade pelo T. cruzi, que fora picada
repetidamente por diferentes espécies de triatomineos encontrados em sua casa,

onde 56% destes estavam infectados pelo parasito (MILEI et al., 2009).

2.4. Tratamento

Doencgas parasitarias afetam, no mundo, centenas de milhares de pessoas e
resultam em mortalidades significativas, com conseqiéncias devastadoras para as
economias e sociedades. Contudo, a maior parte das drogas disponiveis para o
tratamento destas doengas sdo muito antigas (décadas passadas) e tém,
frequentemente, eficacia limitada, efeitos colaterais severos, baixo acompanhamento

dos pacientes e progressiva resisténcia a estes farmacos. Poucas, ou nenhuma, das
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atuais drogas disponiveis para doencgas parasitarias passaria pelos atuais fases de
descobrimento, desenvolvimento e ensaios pré-clinicos e clinicos (RENSLO &
MCKERROW, 2006).

Esta realidade se deve a economia, pois apesar de serem doengas globalmente
massivas em seus impactos, afetam principalmente pessoas pobres em regides
pobres do mundo, e como tal, ndo s&o vistas como mercados-alvo para a industria
farmacéutica. Além disso, os fundos destinados a pesquisa basica destes organismos
e suas patogéneses sdo inadequados se comparados aos fundos destinados a
doengas de muito menor prevaléncia, mas com maiores impactos em paises
desenvolvidos da Europa e América do Norte (RENSLO & MCKERROW, 2006;
WILKINSON & KELLY, 2009). Nos ultimos 25 anos, foram desenvolvidas cerca de
1400 novas drogas, sendo que destas, somente cerca de 1% foi dirigida a doengas
tropicais (TROUILLER et al., 2002).

Dentro deste contexto, o tratamento clinico para a doenca de Chagas (revisto em
STEVERDING & TYLER, 2005) vem sendo feito com as mesmas duas drogas que
foram descobertas empiricamente trés décadas atras: (a) Nifurtimox (Lampit®, Bayer;
3-metil-4-(5'-nitrofurfurilidenoamino) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-diéxido), que teve
sua producéo descontinuada em 1997 devido a baixa demanda; e (b) Benznidazol
(Rochagan®, Roche; N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida) (Fig. 9). ElI Salvador
retomou a producgéo do nifurtimox no ano 2000 para o uso no tratamento clinico da
doenca do sono, causada pelo protozoario T. brucei (JANNIN & VILLA, 2007). A
empresa Roche também interrompeu a producdo do benznidazol no Brasil no ano de
2005, e cedeu a patente ao governo brasileiro, que por intermédio do Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) passou a fabricar, comercializar e

exportar o farmaco.
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Figura 9. Formulas dos dois nitroderivados utilizados no tratamento da doenca de Chagas. a:

Nifurtimox; b: Benznidazol

Os resultados obtidos com o uso de Nifurtimox e Benznidazol variam com a fase

da doenca de Chagas em que sao usados, o periodo de tratamento e a dose, idade e
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origem geografica dos pacientes, provavelmente devido a diferenca de
susceptibilidade das diferentes cepas de T. cruzi (revisto em COURA & DE CASTRO,
2002). Em geral, os resultados sao considerados bons no tratamento de casos agudos
e recentes da infeccgdo (ANDRADE et al., 1996; SOSA ESTANI et al., 1998;
CANCADO, 1997, 1999), principalmente em criancas (até 15 anos de idade),
estimando-se um percentual médio de cura parasitologica em torno de 80% (DIAS,
2006a). O Benznidazol tem sido relativamente eficaz em casos de reativacdo da
doenca de Chagas, tanto apds transplante de 6érgaos e medula 6ssea (negativacao da
parasitemia) (ATCLAS et al., 1999, 2005; DIEZ et al., 2007; GALLERANO et al., 2007;
SOUZA et al., 2008), como em pacientes com SIDA (melhoria das condi¢des clinicas
e reducdo da parasitemia) (NISHIOKA et al., 1993; SARTORI et al., 1998, 2002;
MADALOSSO et al., 2004; BURGOS et al., 2005; CORDOVA et al., 2008).

A maior limitacao destas drogas € a baixa atividade na fase cronica da doenca,
pois a eficiéncia terapéutica é de dificii monitoramento (VIOTTI et al., 1994,
CANCADO, 1997). Além disso, os efeitos colaterais apresentados sao sérios, o que
faz, em alguns casos, o tratamento ser temporariamente suspenso ou até mesmo
abandonado. O tratamento com Nifurtimox gera efeitos como anorexia,
emagrecimento, alteragdes quimicas, excitabilidade, sonoléncia e manifestacdes
digestivas. E no caso do Benznidazol, além dos citados, incluem dermatites com
erupcao cutdnea, edema generalizado, febre, enfartamento ganglionar, dores
articulares e musculares, depressdo da medula 6ssea e polineuropatia periférica. A
prescricdo do tratamento na fase crénica é controversa, devido as dificuldades em
monitorar sua eficiéncia terapéutica (COURA, 1996).

Alguns estudos farmacocinéticos tém sido realizados visando uma diminuigdo da
toxicidade, além de uma melhor absorcéo e biodisponibilidade das drogas usadas no
tratamento da doenca de Chagas, principalmente o Benznidazol, com conseqliente
reducao das doses prescritas e consequentemente, dos efeitos colaterais (LAMAS et
al., 2006). Portanto, além dos fatores mencionados acima, estas duas drogas nao sao
ideais também por requererem longos periodos de administracdo (30-60 dias) sob
supervisdao médica especializada, auséncia de formulacbes pediatricas especificas e
representarem um tratamento de alto custo (o tratamento com Nifurtimox custa em
torno de 48 ddlares, valor equivalente ao salario mensal de um mineiro bolivariano)
(revisto em COURA & DE CASTRO, 2002). Assim, a busca por novos agentes
quimioterapicos eficazes, mais especificos e menos dispendiosos € um campo de
interesse na area de pesquisa em doenga de Chagas.

A atividade antiparasitaria do Nifurtimox envolve a redugdo metabdlica do grupo

nitro por nitroredutases, gerando radicais nitroanidnicos instaveis, altamente reativos
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com oxigénio, produzindo o ion superéxido e peroxido de hidrogénio, que sao
altamente toxicos (revisto em DOCAMPO & MORENO, 1986; DOCAMPO, 1990). O T.
cruzi é deficiente em mecanismos de detoxificagdo para metabdlitos de oxigénio, e
deste modo é mais sensivel a esses produtos que a célula hospedeira (BOVERIS et
al., 1980; MORELLO, 1988; revisto em DOCAMPO, 1990).

O Benznidazol parece agir sobre o T. cruzi por um mecanismo diferente, pois em
concentragdes nas quais o nitroderivado apresenta atividade tripanocida n&o ocorre
geracao de ion superéxido e de H,O, (MORENO et al., 1982; revisto em DOCAMPO,
1990). A acao deste composto sobre o parasito parece envolver modificacdo covalente
de macromoléculas, ou outras interagdes dos produtos intermediarios de nitro-reducao
com componentes celulares (POLAK & RICHLE, 1978; GOIJMAN, FRASCH &
STOPPANI, 1985; DIAZ DE TORANZO et al., 1988; revisto em DOCAMPO, 1990), ou
uma acgao inibitéria direta sobre a atividade da DNA topoisomerase do parasito (RIOU
et al., 1984).

Embora a quimioterapia da doeng¢a de Chagas pertenca a uma area de pesquisa
académica muito intensa (revisto em DE CASTRO, 1993; COURA & DE CASTRO,
2002; URBINA & DOCAMPO, 2003; DARDONVILLE, 2005; STEVERDING & TYLER,
2005; CROFT, FRASCH & STOPPANI, 2005), as industrias farmacéuticas tém pouco
interesse no desenvolvimento de quimioterapicos contra esta doenga, por serem esses
programas muito caros, especulativos e longos, nao sendo assim justificaveis em uma
base puramente comercial (GUTTERIDGE, 1987; WILKINSON & KELLY, 2009).

Entre as pesquisas direcionadas a quimioterapia da doenga de Chagas, alguns
compostos tém sido selecionados como os mais promissores. Podem ser citados: (a)
inibidores especificos da biossintese de ergosterol (revisto em URBINA et al., 2003;
RODRIGUES & DE SOUZA, 2008; DE SOUZA & RODRIGUES, 2009), funcionando no
nivel da C14-a esterol demetilase (como o cetoconazol, albaconazol, o TAK-187 e o
posoconazol) (LAZARDI, URBINA & DE SOUZA, 1990; CONTRERAS, VIVAS &
URBINA, 1997; LIENDO, LAZARDI, & URBINA, 1998; URBINA et al., 1995, 2004;
GUEDES et al., 2004; CORRALES et al., 2005; FERRAZ et al., 2007) e da esqualeno
sintase (como os compostos E5700 e ER-119884) (BRAGA, URBINA & DE SOUZA,
2004), da oxidoesqualeno ciclase ou da 24-C-metiltransferase (CONTRERAS, VIVAS
& URBINA, 1997; URBINA et al., 1995 ,1996; BRAGA et al., 2005); (b) inibidores da
farnesil pirofosfato sintase, como os N-alquil-bifosfonatos, que se acumulam
seletivamente nos acidocalcisomos dos parasitos (MARTIN et al., 2001; DOCAMPO &
MORENO, 2001; GARZONI et al., 2004); (c) inibidores da cruzipaina, uma protease
essencial e especifica do parasito, como por exemplo os derivados da vinil N-sulfonil
hidroxilamina (CAZZULO, 2002); (d) inibidores do metabolismo e sintese da
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tripanotiona (SCHMIDT & KRAUTH-SIEGEL, 2002; revisto em RIVAROLA & PAGLINI-
OLIVA, 2002; MENEZES et al., 2006;); (e) inibidores da hipoxantina guanina
fosforibosil transferase (AVILA, AVIAL & MONZON, 1984; GONZALEZ-MARTIN et al.,
2000; GOBBI et al., 2007) (revisto em COURA & DE CASTRO, 2002; CROFT,
FRASCH & STOPPANI, 2005; STEVERDING & TYLER, 2005; SOEIRO & DE
CASTRO, 2009; URBINA, 2009).

Analogos de lisofosfolipideos como a ilmofosina, miltefosina e edelfosina,
também demonstraram agir sobre o T. cruzi (SANTA-RITA et al., 2000) pela inibicdo
especifica da fosfatidilcolina do parasito através da via de Greenberg (LIRA et al.,
2001). A miltefosina também foi capaz de reduzir a parasitemia no modelo
experimental da fase aguda da doenca de Chagas em camundongos (SARAIVA et al.,
2003), e a edelfosina quando combinada com cetoconazol apresentou efeito
potencializado sobre o parasito (SANTA-RITA et al., 2005; SANTA-RITA, BARBOSA &
DE CASTRO, 2006). Além desses, diamidinas aromaticas, tais como a pentamidina, ja
usadas na terapia e profilaxia das tripanosomiases africanas e leishmaniose visceral
resistente ao tratamento com antimoniais (revisto em WERBOVETZ, 2006; MATHIS et
al., 2006), pela inibicdo de diferentes classes de enzimas tais como proteases,
topoisomerases e polimerases, e também usadas na forma de analogos ou como
novos compostos classificados como amidinas reversas, tém apresentado efeitos
promissores em ensaios in vitro e in vivo (DE SOUZA et al., 2004, 2006; SOEIRO et
al.,, 2006; SILVA et al., 2007a, 2007b, 2008; DALIRY et al., 2009; BATISTA et al.,
2009).

Apesar da extensa lista de classes de compostos testadas in vitro e in vivo contra
o T. cruzi, apés a introducao do Nifurtimox e do Benznidazol apenas alopurinol
(TOMIMORI-YAMASHITA et al., 1997; APT et al., 1998), cetoconazol (BRENER et al.,
1993), itraconazol e fluconazol (SOLARI et al.,, 1993; APT et al., 2003) foram
submetidos a ensaios clinicos, porém com resultados pouco animadores (DE
CASTRO, 1993; COURA & DE CASTRO, 2002). No entanto, recentemente foi relatado
um tratamento de sucesso com o posoconazol em associagdo a um prévio tratamento
com benznidazol, em uma paciente com ldpus eritematoso e doenca de Chagas
cronica, cuja parasitemia se mostrou negativada por PCR ao longo de treze meses
apos o inicio do tratamento (PINAZO et al., 2010).

Por fim, ha alguns aspectos para o desenvolvimento de drogas antiparasitarias e
selecdo de possiveis candidatos: (i) o custo, pois a producdo e a distribuicdo do
farmaco n&o deve ser cara; (ii) as drogas devem ser ministradas preferencialmente por
via oral, ja que outras vias de administragcdo dificultam a aplicagcédo e o alcance a todas

as regides de uma sociedade (por exemplo, zonas rurais); (iii) devem ser seletivas e
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de grande toleréncia pelo organismo, minimizando os efeitos colaterais; (iv) devem
levar a morte dos parasitos de tal maneira que os restos dos mesmos possam ser
reconhecidos por células do sistema fagocitico, serem internalizados e digeridos sem
induzir respostas nao desejaveis do sistema imune (revisto em RENSLO &
MCKERROW, 2006; CRAGER & PRICE, 2009).

3. Produtos naturais

Diversas e numerosas classes de produtos naturais foram isoladas e tiveram
suas estruturas caracterizadas no século passado (revisto em BASSO et al., 2005). As
ferramentas para a elucidacdo dos mecanismos biolégicos e bioquimicos dos produtos
naturais com agao terapéutica tém valor inestimavel no desenvolvimento de
plataformas para o desenvolvimento de novas drogas (NEWMAN, CRAGG &
SNADER, 2000). Produtos naturais e seus derivados tradicionalmente sédo as fontes
mais comuns, e ainda representam mais de 30% do mercado farmacéutico corrente
(KIRKPARTICK, 2002). Entre os anos de 1981 e 2002, das 877 pequenas moléculas
introduzidas nas Novas Entidades Quimicas (NEQs), quase a metade (49%) foram
oriundas de produtos naturais ou analogos sintéticos ou semi-sintéticos baseados em
compostos presentes nos mesmos (NEWMAN, CRAGG & SNADER, 2003). Produtos
naturais ainda sao a maioria das fontes para a inovagao de agentes terapéuticos para
o tratamento de doencgas infecciosas (de origens bacterianas, fungicas e parasiticas),
céancer, desordens lipidicas e imunomodulacdo (ALTMANN, 2001).

Ha numerosas fontes de produtos naturais que tém mostrado grande valor
terapéutico: esponjas, cianobactérias, mixobacterias, microrganismos de solo,
dinoflagelados, entre muitos outros (revisto em BASSO et al., 2005). A tendéncia de
busca e exploragao da biodiversidade para a identificagdo e isolamento de compostos
com potencial terapéutico também foi observada na busca de compostos
tripanosomicidas e leishmanicidas obtidos de extratos naturais crus (revisto em
AKENDENGUE et al., 1999; FOURNET & MUNOZ, 2002; ANTHONY, FYFE & SMITH,
2005). Um exemplo é o acido usnico isolado do liquen Cladonia substellata (DE
CARVALHO et al., 2005), e poliquetideos isolados da esponja marinha Plakortis
angulospiculatus (KOSSUGA et al, 2008) também apresentaram efeitos
antiparasitarios in vitro.

A industria da quimica organica tem avancado em tecnologias que permitem que
os produtos e compostos isolados sejam produzidos sinteticamente em larga escala,
diminuindo muito a barreira da pesquisa de moléculas de origem natural, com custos

menores dos que ja foram no passado. Um dos exemplos disto € o discodermolide, um
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potente produto natural antitumoral, que consegue ser sintetizado em grandes
quantidades e que mostra que mesmo compostos com estruturas muito complexas
podem ser produzidos (GUNASEKERA et al., 2004).

Por milhares de anos, a medicina e os produtos naturais estiveram intimamente
ligados pelo uso de remédios tradicionais e venenos naturais (NEWMAN, CRAGG &
SNADER, 2000). A artemisinina, composto ativo da erva chinesa “ginghao” (Artemisia
annua), tradicionalmente utilizada para o controle de febres, é fonte de varios
derivados semi-sintéticos desenvolvidos nas duas ultimas décadas para o tratamento
da malaria, tais como arteether, o artemether e o artesuanto (HAYNES, 2001). O
galantamine, composto ativo do Reminil, usado no tratamento do mal de Alzheimer foi
isolado originalmente de planta Galanthus spp., e posteriormente da Narcissus
spp.(revisto em BUTLER, 2004). O pigmento fendlico amarelo do curry, a curcumina,
teve iniciado seu uso em teste clinicos em pacientes com mal de Alzheimer, no Centro
de Pesquisas em Mal de Alzheimer da Universidade de Califérnia, Los Angeles, desde
que se mostrou capaz de inibir a formagao de oligbmeros B-amiléides e fibrilas e de
quebras de placas p-amildideas nos cérebros de camundongos (YANG et al., 2005).

Tem sido estudada a atividade de diferentes extratos de plantas (FOURNET et
al., 1992, FOURNET, BARRIOS & MUNOZ, 1994; MITTAL et al., 1998; JARAMILLO et
al., 2000; PLOCK, SOKOLOWSKA-KOHLER & PRESBER, 2001; MENNA-BARRETO
et al., 2005; LUIZE et al., 2006) principalmente obtidas em zonas de clima tropical,
bem como diferentes classes de analogos semi-sintéticos e compostos isolados, como
alcaldides, terpenos, acetogeninas, lighanas, cumarinas, chalconas, lactonas,
tetralonas e saponinas. O extrato de propolis (DANTAS et al., 2006; SALOMAO et al.,
2009) e oleos essenciais oriundos de diferentes partes vegetais (TORRES-SANTOS et
al., 1999; DO SOCORRO et al.,, 2003; SANTORO et al., 2007a, 2007b; MENNA-
BARRETO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009) também tém sido amplamente testados
sobre as diferentes formas de tripanosomatideos patogénicos como T. cruzi e
Leishmania spp.

As toxinas de animais e seus alvos constituem um mundo diverso, e seus efeitos
farmacoldgicos especificos de interagdo podem fornecer protétipos para agentes
terapéuticos altamente especificos (KINI, 1998). Além disso, a alta afinidade e
seletividade das toxinas as tornam mais usuais em experimentos funcionais do que os
agentes farmacoldgicos padrdes (HARVEY et al., 1998) (Tabela 1).

Varias toxinas ja foram isoladas e tém sido utilizadas como agentes terapéuticos,
como exemplo o medicamento Botox, desenvolvido a partir da toxina que a bactéria
Clostridium botulinum, em condi¢cées anaerodbicas, excreta e que bloqueia a liberagao

de acetilcolina, inibindo a contragao muscular (GARZA et al., 2003).
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O Captopril, medicamento utilizado no controle da hipertensao arterial, é
derivado de um peptideo presente no veneno da serpente Bothrops jararaca e tem
acédo como inibidor da enzima conversora de angiotensina (ACE) (HARVEY et al.,
1998) e é hoje a terceira droga mais vendida no mundo (MASSENSINI, 2003) (Tabela

2).

Toxina/ Origem Mecanismo de agao Uso
Nome
Reagente- Batroxobina: serino Converte o fibrinogénio Estudos sobre a
Reptilase® proteinase de Bothrops em fibrina por meio da conversao do
liberagao exclusiva de fibrinogénio em fibrina.
fibrinopeptideo A do
fibrinogénio
Protac® Serino proteinase do Ativacao direta da Determinacao dos

veneno de Agkistrodon
contortix

proteina C do plasma

niveis de proteina C e
S

Batrocetin®

Proteina agregadora de
plaquetas de B. jararaca
(e outras Bothrops)

Aumenta a afinidade do
dominio A1 do vVWF pelo
receptor GPlba das
plaquetas

Pode ser usado no
estudo do VWF no
plasma. Agrega
plaguetas fixadas com
formalina

RVV-V

RVV-V é uma serino
proteinase do veneno de
Vipera russelli

Ativagao proteolitica do
fator V

Pode ser usada para
desestabilizar e inativar
seletivamente o fator V

do plasma e assim
preparar um reagente
de rotina para
determinagao deste
fator.

Tabela 1: Algumas toxinas utilizadas como ferramentas diagnosticas. Modificada de FOX &
SERRANO, 2007. vWEF: fator von Willebrand.

A droga Ancrod (Viprenex™), derivada do veneno da Calloselasm rhodostoma

(cobra Malaia), € um potente defibrinogenante e que esta em fase lll de triagem para o
tratamento de isquemia aguda (ALBERS et al., 2001) (Tabela 3).

Peptideos antimicrobianos isolados de insetos e venenos animais tais como
apidaecinas, defensinas, cecropina e melitina, dentre outros, também apresentam
atividades microbicidas e antiprotozoarias (CASTEELS et al., 1989; DE LUCCA et al.,
1998; DAGAN et al., 2002; VIZIOLI & SALZET, 2002; MCGWIRE et al., 2003). A
melitina também exibiu atividade leishmanicida (DIAZ-ACHIRICA et al., 1998;
CHICARRO et al., 2001; LUQUE-ORTEGA et al., 2003), por meio da permeabilizacao
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de membranas e lise em uma maneira néo-seletiva (PAPO & SHAI, 2003; revisto em
RAGHURAMAN & CHATTOPADHYAY, 2007). Jeleinas e a roialisina sdo peptideos

isolados da geléia real produzida por abelhas trabalhadoras de Apis mellifera e que

apresentaram excelentes atividades bactericidas contra infecgcbes causadas por
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (FUJIWARA et al., 1990; FONTANA et al.,

2004).
Nome da Toxina/ Origem Indicagdo Mecanismo de agao Links de sitios da FDA
droga na internet
Doenca: Hipertensao
Captopril® Peptideos Tratamento Inibicdo da enzima www.fda.gov/cder/foi/anda
potenciadores de da conversora de [97/74532ap.pdf
bradicinina do hipertensao angiotensina
veneno de B.
jararaca
Doenca: Coagulopatias/ doengas do coragao
Aggrastat® Estrutura néo- Tratamento Antagonista reversivel do | www.fda.gov/cder/foi/label/
(Tirofiban) peptidica baseada de angina receptor glicoprotéico (GP) 1998/209121b1.pdf
na sequencia RGD IIb/llla de plaquetas; inibe
das desintegrinas agregacao plaquetaria
de venenos de
serpentes
Intergrilin® Estrutura baseada Usado em Antagonista do receptor www.fda.gov/cder/foi/nda/
(Eptifibatide) | na sequencia KGD | angioplastia glicoprotéico (GP) lIb/llla 98/20718_INTEGRILIN_p
da desintegrina | coronariana de plaquetas humanas; ; harmr_P1.pdf
barbourina de inibe agregacéo
Sistrurus barbouri plaquetaria
Doenga: Dor crénica
Prialt® o-conotoxina MVIIA | Tratamento | Bloqueia canais de Ca™ do | www.fda.gov/cder/foi/nda/
(Ziconotide) | do molusco marinho de dor tipo N 2004/21-
Conus magus crénica 060_Prialt_pharmr.PDF
severa
Doenca: Diabetes
Byetta® Exendin-4 (peptideo | Melhora no Ligagéo e ativagdo do www.fda.gov/cder/foi/nda/
(Exenatide) de 39 aminoécidos controle do receptor GLP-1 para 2005/021773_Byetta_phar
mimetiza a saliva agucar no reduzir a glicose do plasma mr.PDF
do lagarto sangue em e menor HbA+¢
Heloderma adultos com
suspectum Diabetes
Mellitus do
tipo 2

Tabela 2: Drogas baseadas em toxinas aprovadas pela U. S. Food and Drug Administration (FDA).
Modificada de FOX & SERRANO, 2007.

O veneno de A. mellifera também possui efeitos anti-inflamatérios e analgésicos,

que sao propriedades de drogas anti-inflamatérias nao-esterdides (KNOW et al., 2001;

LEE et al., 2004). Estudos prévios relataram que este veneno impediu o crescimento

de células de carcinoma hepatico, mamario, osteosarcoma e leucemia (ORSOLIC et
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al., 2003; CHU et al., 2007; MOON et al., 2006; LI et al.,

2006). A fosfolipase A;

secretada, que €& um pequeno componente deste veneno, € capaz de agir

sinergicamente com o fosfatidilinositol-(3,4)-bifosfato para afetar a integridade de

membrana e causar subsequente morte em células renais cancerosas (GRISOTTO et

al.,, 2006; PUTZ et al., 2007). A fosfolipase A, deste veneno também apresenta

atividade antiparasitaria sobre o T. brucei brucei e bactericida sobre as bactérias
Enterobacter cloacae, Escherichia coli e Citrobacter freundii (BOUTRIN, FOSTER &
PENTREATH, 2008).

Nome da Toxina/ Indicacao Nome da triagem clinica | Fase da triagem
droga Origem clinical link
Alfimeprase Anélogo Tratamento de Estudo da habilidade do Fase Ill
recombinante da | doengas oclusivas Alfimeprase de rapidamente | www.clinicaltrials.go
fibrolase, uma arterianas dissolver os coagulos v/ct/show/NCT0011
metaloproteinas sanguineos na perna e 59997order=1
e P-I do veneno prevenindo a necessidade de
de Agkistrodon cirurgia nas artérias da perna
contortrix
Viprinex™ Ancrod: serino Agente Ancrod (Viprinex™) para o Fase Il
proteinase de desfibrinogenante tratamento de infarto www.clinicaltrials.go
Agkistrodon isquémico agudo v/ct/show/NCT0014
contortrix 1011?order=1
Desmoteplase Ativador do Para infarto Estudo da Desmoteplase Fase Il
plasminogénio isquémico agudo (Nome Internacional Nao www.clinicaltrials.go
da saliva do Propriterario [INN]) em infarto | v/ct/show/NCT0011
morcego isquémico agudo (DIAS-2) 1852?0order=1
vampiro
Desmodus
rotundus
Cilengitide Peptideo Arg- Na contengéo do Cilengitide no tratamento de Fase Il
(EMD Gli-Asp ciclico. crescimento e pessoas destinadas a www.clinicaltrials.go
121974) Inibidor de disseminagéao de cirurgia de glioblastoma v/ct/show/NCT0011
integrinas alfa-v células tumorais mulfiforme recorrente ou 28667order=1
progressivo.
Chlorotoxin Bloqueador de Sobre gliomas Ligando-se a um complexo Fase Il
(1311-TM-601) | canais de cloro malignos protéico na superficie das www.clinicaltrials.go
do escorpiado células do glioma contendo v/ct/show/NCT0011
Leiurus diversas proteinas 4309

quinquestriatus

implicadas na invasao celular
do tumor

Tabela 3: Drogas baseadas em toxinas aprovadas para triagens clinicas nos EUA. Modificada de
FOX & SERRANO, 2007.

Diversos peptideos antimicrobianos e com variadas aplicabilidades terapéuticas

também foram isolados dos venenos e secrecdes de diferentes espécies de anuros
(revisto em NASCIMENTO et al., 2003; CONLON, KOLODZIEJEK & NOWOTNY,
2009), e apresentam fortes atividades contra bactérias (BROGDEN, 2005; URBAN et
al., 2007), fungos (DE LUCCA et al., 1998) e protozoarios, incluindo tripanosomatideos

26



(HERNANDEZ et al., 1992; BRAND et al., 2006, 2002; MANGONI et al., 2005; revisto
em RIVAS, LUQUE-ORTEGA & ANDREU, 2009). Alguns destes peptideos também
apresentam atividades antitumorais com baixa toxicidade as células sadias, tanto por
dispararem o processo de apoptose quanto pela formacido de canais ibnicos/ poros
(SOBALLE et al., 1995; ELLERBY et al., 1999; JOHNSTON et al., 2000; MAI et al.,
2001; RISSO et al., 2002).

Neste contexto, os venenos animais surgem como uma alternativa de novas

classes de drogas terapéuticas contra protozoarios parasitos a ser explorada.

3.1. Serpentes e seus venenos

As espécies que constituem a herpetofauna estdo distribuidas em nove familias,
porém, apenas duas pertencem ao grupo das peg¢onhentas: a Elapidae e a Viperidae.
A familia Elapidae € representada somente pelo género Micrurus (cobra coral). Ja a
familia Viperidae é representada pelos géneros (a) Bothrops e Porthidium (jararacas),
(b) Crotalus (cascavel) e (c) Lachesis (Surucucu). As serpentes da familia Viperidae,
sub-familia Crotalinae, possuem presas situadas anteriormente e no maxilar superior,
sendo estas grandes, amplamente moveis e providas de canal central, por onde
escorre o veneno. As presas sao méveis, permanecendo deitadas ao longo do maxilar
superior, cobertas por uma bainha, podendo voltar-se para frente, no momento do
bote. Devido a este tipo de denticdo sdo chamadas solendglifas (JORGE & RIBEIRO,
1990).

O veneno das serpentes é sintetizado e secretado por glandulas especializadas
localizadas préximas as presas inoculadoras. A composi¢éo e as atividades biologicas
dos venenos variam de acordo com a familia, género e espécies das cobras, bem
como nos seus habitats, dieta alimentar e sexo (TSAI et al., 2003; MENEZES et al.,
2006; BARLOW et al., 2009; NUNEZ et al., 2009). A funcdo primaria dos venenos é
imobilizar e matar a presa, e simultaneamente iniciar a sua digestdo, aumentando
assim a eficiéncia da sua assimilagdo (THOMAS & POUGH, 1979; HAYES, 1992). O
veneno é uma complexa mistura de proteinas, peptideos, compostos organicos,
carboidratos, ions e sais. Atualmente 1.033 toxinas biologicamente ativas foram
isoladas do veneno de serpentes (THEAKSTON & KAMIGUTI, 2002).

As principais atividades observadas sdo desencadeadas por fosfolipases,
fosfodilestarases, fosfomonoesterases, L-amino acido oxidases, acetilcolinesterases,
enzimas proteoliticas das classes serino e metalo-protease, arginina esterases, 5-
nucleotidases, hialuronidases e NAD-nucleosidases (STOCKER, 1999). Os peptideos
encontrados podem apresentar atividade neurotdxica, pré-sinapticas, poés-sinapticas

ou ainda atuar como ligantes de canais de potassio. Os componentes do veneno ainda
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podem apresentar atividades citotoxica, miotdxica, cardiotdxica ou inibitéria da
agregacao plaquetaria. Dentre os componentes citados, os relacionados com o
sistema hemostatico foram os primeiros a serem estudados e, atualmente, sdo de
grande aplicabilidade terapéutica (BRAUD et al., 2000).

Os venenos de serpentes também tém sido usados como ferramentas
farmacoldgicas e como prototipos para o desenvolvimento de drogas para o
tratamento de diversos tumores (NEWMAN et al., 1993; PAI et al., 1996; ZHOU et al.,
2000; CORREA JR. et al., 2002; PAPO et al., 2004; PAPO & SHAI, 2003; ARAYA &
LOMONTE 2007; EL-RAFAEL & SARKAR, 2009) (Tabela 3).

Muito é conhecido sobre os efeitos farmacolégicos das fosfolipases A, (PLAsS).
Mais de 280 destas enzimas isoladas de venenos de cobras tém sido relatadas
durante décadas, como pode ser verificado no sitio:

http://sdmc.lit.org.sg/Templar/DB/snaketoxin_PLA2/index.html), sendo que muitas

destas apresentam diversos efeitos toxicos, incluindo neurotoxicidade, mitotoxicidade,
cardiotoxicidade, citotoxicidade, anticoagulacao, convulsivo, hipotensivo e efeitos pré-
inflamatorios (revisto em ROUAULT et al., 2006).

In vitro, fosfolipases oriundas de venenos de serpentes tém apresentado
diversos efeitos farmacoldégicos, como modular a migragdo e a proliferagdo celular
(RUFINI, et al., 1996; RIZZO et al., 2000), atividade bactericida (SANTAMARIA et al.,
2005), e apresentarem um forte efeito inibitério contra HIV-1 (FENARD et al., 1999) e
Plasmodium falciparum (ZIELER et al., 2001). A crotoxina (uma PLA, ctitotoxica)
isolada do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus esta sendo usada na fase |
de triagem clinica para o tratamento de pacientes com tumores sélidos (CURA et al.,
2002).

Nos venenos de serpentes também ha desintegrinas naturais e que tém sido
utilizadas como potentes inibidores de diversas integrinas, e que teriam acbes
terapéuticas no tratamento de canceres (incluindo menor crescimento do tumor,
inibiacdo da angiogénese e metastase), em sindromes isquémicas coronarianas
agudas e mal de Alzheimer (revisto em KOH, ARMUGAM & JEYASEELAN, 2006).

Estudos anteriores mostraram que o veneno de serpentes apresenta atividade
contra Leishmania spp. (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 1994; TEMPONE et al., 2007;
PASSERO et al.,, 2007). Estudos recentes mostraram que o veneno bruto das
serpentes do género Bothrops sul-americanas inibiram o crescimento de formas
promastigotas de L. major e epimastigotas de T. cruzi (GONCALVES et al., 2002),
além de induzir morte celular programada nestes ultimos (DEOLINDO et al., 2005).

Os venenos de Cerastes cerastes e Naja haje inibiram a proliferagdo de

epimastigotas do T. cruzi, sendo que o veneno de C. cerastes também foi ativo contra

28



as formas tripomastigotas (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 1994). Contudo, os
componentes ativos ainda ndo foram isolados e caracterizados. L-Amino &cido
oxidases obtidas de venenos de serpentes também apresentaram atividade antiviral
(virus da Dengue) e antiprotozoaria (TEMPONE, et al., 2001; TOYAMA et al., 2006;
CISCOTTO et al., 2009).

3.2. O veneno da Crotalus viridis viridis, nosso objeto de estudo.

Crotalus viridis viridis (abreviagdo Cvv) (Fig. 10) € uma serpente conhecida
genericamente como cascavel, e que habita a regido leste das montanhas rochosas
dos EUA, do sudeste do Canada ao norte do México e seus microhabitats incluem
pradarias, lavouras e desertos (TSAI et al., 2003).

Os efeitos patofisioldgicos dos venenos de serpentes sédo variados e humerosos,
mas no caso das cascavéis, os efeitos locais mais sérios sdo a formacgao de edemas,
hemorragia e mionecrose, e letalidade devida principalmente a agao sinérgica entre os
fatores hemorragicos e vasoativos presentes nos venenos (MEBS & OWNBY, 1990).
Os sintomas mais comuns destes efeitos sdo hipotensao, aumento da permeabilidade

vascular e aumento da tonicidade da musculatura lisa visceral.

Figura 10. Crotalus viridis viridis (Cvv), popularmente conhecida como “cascavel’. Imagens

obtidas dos sitios: www.nowpublic.com/style/western-prarie-rattlesnake-crotalus-viridis-viridis e

www.posters.snngr.com/posters/posters.php?item=3534536.

Os sérios danos causados pés-envenenamento nos tecidos, como hemorragia e
mionecrose, sdo atribuidos a alguns componentes do veneno de Cvv ja anteriormente
descritos, como a viriditoxina (FABIANO & TU, 1981), viridina (SCARBOROUGH et al.,
1993), crotavirina (LIU, PENG & HUANG, 1995), a miotoxina a com seus respectivos
isbmeros (OWNBY, CAMERON & TU, 1976; CAMERON & TU, 1977; NEDELKOV &
BIEBER, 1997), uma miotoxina de 45 residuos de aminoacidos (GRIFFIN & AIRD,
1990) e uma PLA; miotoxica (OWNBY, COLBERG & WHITE, 1997). OWNBY,
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COLBERG & LI (1994) descreveram que as proteinas hemorragicas no veneno de
Cvv, bem como as de outras espécies de Crotalus, sado resistentes a fervura por 5
minutos a 100 °C. Somado a estes componentes, ainda foram descritos um peptideo
inibidor de bradicinina (BIP) com efeito hipertensivo (GRAHAM et al., 2005), uma
enzima do tipo calicreina e peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs)
(WERMELINGER et al., 2005), ambos com efeito contrario ao BIP, hipotensivo
(KOMORI, NIKAI & SUGIHARA, 1988) (Tabela 4).

A mionecrose induzida por venenos de serpentes ocorre em fungdo da acao de
diferentes tipos de toxinas. Estas incluem as pequenas e basicas miotoxinas e as

maiores e também basicas proteinas que tém uma sequencia primaria de uma

fosfolipase A,, e que podem ter ou nao atividade catalitica (MEBS & OWNBY, 1990).

Nome do componente Locall Efeito da agao Referéncia
Miotoxina a e seus dois | Polipeptideo miotéxico ndo hemorragico OWNBY , CAMERON
isbmeros & TU, 1976;

CAMERON & TU,
1977; NEDELKOV &
BIEBER, 1997

Miotoxina de 45
polipeptideos

Miotoxina homologa a miotoxina a

GRIFFIN & AIRD, 1990

Enzima do tipo
kalikreina

Proteina ndo hemorragica que induz
hipotensao pela liberagcédo de bradicinina.

KOMORI, NIKAI &
SUGIHARA, 1988

Crotavirina/ Viridina

Proteina do tipo desintegrina com efeito

LIU, PENG & HUANG,

hemorragico pela inibigado da agregagao 1995;
de plaquetas SCARBOROUGH et
al., 1993
PLA, miotdxica Fosfolipase com atividade catalitica OWNBY, COLBERG &
miotoxica. WHITE, 1997
Metaloproteinases de Metaloproteinases de 54, 62 e 68 kDa LI, COLBERG &
alto peso molecular altamente hemorragicas OWNBY, 1993.

KOMORI et al., 1994

Viriditoxina

Proteina acida, de 115 kDa com
atividade hemorragica, hemolitica e
miotoxica

FABIANO & TU, 1981

Peptideo inibidor de
bradicinina (BIP)

Peptideo de 10,63 kDa com efeito
hipotensor pela inibigdo da bradicinina

GRAHAM et al., 2005

Peptideos

Trés peptideos de baixo pelo molecular e

WERMELINGER et al.,

potenciadores de que exibem atividade hipotensora pela 2005
bradicinina (BPPs) liberagéo de bradicinina
Dipeptidil peptidase IV Serino proteinases que neutralizariam AIRD, 2008

(DPP V)

respostas hipertensivas resultantes do
envenenamento de uma presa pela
destruicdo dos horménios hipertensivos

Tabela 4: Resumo dos componentes ja identificados no veneno de Cvv.
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Pequenas miotoxinas compdem uma classe Unica de polipeptideos basicos dos
venenos de Crotalus spp., com altos pontos isoelétricos e que causam severa necrose
nos musculos por um mecanismo n&o enzimatico (GRIFFIN & AIRD, 1990). A
miotoxina a € a menor proteina encontrada no veneno de Cvv, caracterizada como um
polipeptideo basico composto de 42 residuos de aminoacidos, e que apesar do seu
pequeno tamanho, é considerada a proteina majoritaria representando cerca de 18%
da composigao protéica total do veneno de Cvv (OWNBY, CAMERON & TU, 1976;
CAMERON & TU, 1977; FOX, ELZINGA & TU, 1979). NEDELKOV & BIEBER (1997)
isolaram os dois isdbmeros da miotoxina a, ambos com mesma massa molecular e com
pontos isoelétricos (pls) de 10,50 e 10,57, diferindo da miotoxina a que apresenta um
pl de 9,6 (CAMERON & TU, 1977). Além destas, GRIFFIN & AIRD (1990)
descreveram também a presenga de uma miotoxina composta de 45 residuos de
aminoacidos de peso molecular de 5,04 kDa. No veneno de Cvv, além destas
miotoxinas de baixo peso molecular, também foi isolada uma proteina acida, de 115
kDa, pl de 4,8, com atividade hemorragica, hemolitica, proteolitica e miotdxica, a qual
foi denominada viriditoxina (FABIANO & TU, 1981).

As PLA, miotdxicas isoladas de venenos de serpentes tém grande similaridade
na estrutura primaria da enzima, mas apresentam uma grande diversidade de
propriedades farmacolégicas. Algumas apresentam potentes atividades neurotéxicas,
tais como a crotoxina (GOPALAKRISHNAKONE et al., 1984) e a taipoxina (HARRIS &
MALTIN, 1982), isoladas da Crotalus durissus terrificus e Oxyuranus scutellatus,
respectivamente. Ha PLA, miotdxicas que nao exibem neurotoxicidade, mas
apresentam atividade catalitica, tais como a miotoxina lll, isolada de Bothrops asper
(BULTRON, GUTIERREZ & THELESTAM, 1993). Outros membros deste grupo s&o
miotoxinas que apresentam a estrutura de PLA,, mas que ou ndo tém ou que
apresentam uma baixissima atividade catalitica, como, por exemplo, a miotoxina Il
também isolada de B. asper (LOMONTE & GUTIERREZ, 1989). A PLA, isolada de
Cvv é uma miotoxina basica, de 14 kDa, com atividade fosfolipasica e ndo neurotdxica.
As células musculares sao rapidamente afetadas por esta miotoxina, e as alteragdes
morfoldgicas iniciais sdo a lise da membrana plasmatica e a formacao de lesdes do
tipo delta (OWNBY, COLBERG & WHITE, 1997). Estas alteragdes foram
completamente inibidas com o inibidor especifico p-BPB, indicando que uma atividade
catalitica deve estar envolvida na miotoxicidade apresentada por esta PLA,.

As desintegrinas sao proteinas encontradas no veneno de serpentes e que
reconhecem proteinas receptoras nas superficies celulares (integrinas); exibem forte
atividade de inibicdo de agregacao plaquetaria, e sdo moduladores das fung¢des dos
neutrofilos (revisto em VARON & SPECTRE, 2009). Em 1993, SCARBOROUGH e
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cols., identificaram uma desintegrina no veneno de Cvv que denominaram de viridina,
possuindo 71 residuos de aminoacidos na sua composi¢cao. Dois anos depois, LIU,
PENG & HUANG, (1995) isolaram e identificaram uma proteina do tipo desintegrina
crotavirina, com massa molecular de 9,2 kDa e 82 residuos de aminoacidos, e que
apresenta um forte efeito inibitério (dose-dependente) sobre a agregacao de plaquetas
humanas. No entanto, nao fica claro se seriam a mesma proteina, uma vez que nao
houve uma identificacdo pela massa molecular da viridina e a composi¢cdo dos
aminoacidos também pouco variou. MACKESSY (2010) indica a existéncia de apenas
uma desintegrina no veneno de Cvv, com massa molecular de 6931,5 Da, a qual
especula ser a viridina descrita por SCARBOROUGH e cols. (1993), e nao cita a
crotavirina por LIU, PENG & HUANG (1995).

Além das proteinas citadas acima com efeitos hemorragicos presentes no
veneno de Cvv, LI, COLBERG & OWNBY (1993) purificaram e identificaram duas
glicoproteinas caracterizadas como metaloproteinases de alto peso molecular, com 68
(pl 8,5) e 62 kDa (pl 4,1), que exibiram forte atividade hemorragica. No ano seguinte,
KOMORI, NIKAI & SUGIHARA (1994) também isolaram uma metaloproteinase de
peso molecular de 54 kDa com 471 residuos de aminoacidos, altamente hemorragica.
KOMORI, NIKAlI & SUGIHARA (1988) também identificaram uma enzima do tipo
calicreina de 32 kDa no veneno de Cvv. Enzimas deste tipo presentes nos venenos
liberam quininas, substancias farmacologicamente ativas que, juntamente com outras
substancias, induzem hipotensao, aumento da permeabilidade vascular e a contragao
da musculatura lisa visceral, pela liberacdo de bradicina. Com efeito contrario ao das
enzimas do tipo calicreina, GRAHAM e cols. (2005) caracterizaram, a partir do veneno
de 30 diferentes espécies de serpentes da familia viperidae, incluindo Cvv, uma nova
categoria de peptideos inibidores de bradicinina (BIP). Todos estes apresentam baixa
massa molecular (em torno de 10,6 kDa) e inibem consideravelmente as respostas
fisiologicas (vasodilatagao e relaxamento da musculatura lisa) induzidas pela presenca
da bradicina.

WERMELINGER e cols. (2005), buscaram caracterizar peptideos de baixo pelo
molecular ainda ndo descritos em diversos venenos, incluindo o de Cvv, por técnicas
relacionadas a espectrometria de massas. Todos os peptideos sequenciados
pertenciam a familia dos BPPs. No veneno de Cvv foram identificados trés peptideos
ainda nao descritos, com massas de 10,63, 11,16 e 11,65 kDa.

Uma outra familia de enzimas também tem sido recentemente descrita em
venenos de serpentes, com uma ampla variagcdo de atividade entre diferentes
populagdes de Cvv (AIRD, 2008). As dipeptidil peptidases IV (DPP IV) sdo serino-

proteinases altamente glicosiladas para as quais as células de mamiferos

32



desempenham diversos papéis importantes, como, por exemplo, a ativacdo ou
inativagcdo de peptideos biologicamente ativos pela remocdo de um peptideo N-
terminal (fendmenos cruciais para regulacao dos sistemas imune e enddcrinos). Altos
niveis de DPP IV também sao encontrados nos capilares sanguineos, sugerindo uma
acao local na regulagdo da pressdo sanguinea. A hipdtese para a presenga destas
enzimas nos venenos de serpentes é a que estas desempenhariam um papel
neutralizador das respostas hipertensivas resultantes do envenenamento de uma
presa pela destruicao dos hormdnios peptidicos hipertensivos (AIRD, 2008).

Apesar de terem sido identificados alguns dos componentes do veneno de Cvyv,
muitos ainda sdo desconhecidos. MACKESSY (2010) realizou um estudo evolutivo da
composicdo dos venenos de cascavéis (Crotalus viridis sensu lato), por meio de
técnicas de espectrometria de massas e eletroforese em gel de poliacrilamida (Fig.
11). O autor indica a presenca de diversas proteinas ainda nao isoladas no veneno de
Cw e com atividade biolégica determinada, como L-aminoacido oxidases,
metaloproteinases de baixo e alto peso molecular, e proteinas secretadas ricas em
residuos de cisteina (CRiSPs). Desta forma, muito ainda ha por se estudar nos

venenos de serpentes.
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Figura 11: Gel de SDS-PAGE mostrando a complexa composi¢do dos venenos de algumas
Crotalus sp., em destaque para a composicado do veneno de Cvv (representada pela sigla Vi,
em vermelho). Adaptada de MACKESSY (2010).
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Il. JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas, descrita por Carlos Chagas (1909), é causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, afetando aproximadamente 16-18 milhdes de pessoas
nas Américas Central e do Sul. O controle do parasito envolve (i) a eliminagao do
inseto vetor hematéfago, (i) a melhoria das moradias; (iii) controle dos o6rgaos
destinados a transplantes; (iv) selecao rigorosa do sangue destinado a transfusoes; e
(v) pasteurizagdo de alimentos que possam conter amostras do inseto vetor e do
protozoario. O tratamento dos pacientes € baseado no uso das drogas Nifurtimox e
Benznidazole. Devido a diferenca de susceptibilidade das cepas do T. cruzi, os
resultados obtidos por estes farmacos variam com a fase da doenca em que sao
aplicados, o periodo de tratamento, a dose, idade e origem geografica dos pacientes.
A maior limitagdo destas drogas na clinica é a baixa atividade na fase crbnica da
doencga, pois além da eficiéncia terapéutica ser de dificil monitoramento, os sérios
efeitos colaterais fazem em alguns casos o tratamento ser abandonado. Apesar de ser
uma doenca que tem se tornado um problema de saude publica global em fungao da
alta migracdo de pessoas de paises endémicos para paises “desenvolvidos” nao
endémicos, e que por isso nao realizam triagem para o T. cruzi em bancos de sangue
e orgaos destinados a doacéo, ela afeta principalmente pessoas de baixa renda, e
assim ndo sao vistas como mercados-alvo pela industria farmacéutica para o
desenvolvimento de novas drogas. Assim, cabe aos laboratorios de pesquisa de
paises endémicos investirem na busca por novos quimioterapicos que sejam
empregados em todas as fases da doenca e mais seletivos, minimizando os efeitos
colaterais.

Farmacos oriundos de fontes naturais sdo um campo de interesse na area de
pesquisa académica e farmacéutica. Diversos compostos tém sido desenvolvidos pela
industria oriundos de plantas e toxinas animais, como por exemplo, o Captopril,
medicamento utilizado no controle da hipertenséo arterial, derivado de um peptideo
presente no veneno da serpente Bothrops jararaca. Dentro deste contexto, esta tese
visou avaliar os efeitos do veneno da serpente Crotalus viridis viridis e moléculas
isoladas do mesmo, sobre a morfologia, proliferacao e infectividade do T. cruzi,
tentando identificar as organelas-alvo, mecanismos de agédo e os seus efeitos na
interacdo com o hospedeiro, além de caracterizar as fragdbes componentes que

apresentaram atividade tripanocida.
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lll. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral
Esta tese visou analisar o efeito do extrato total e fracbes do veneno da

cobra Crotalus Vviridis viridis, sobre a proliferagdo e a morfologia do

tripanosomatideo Trypanosoma cruzi.

2. Objetivos especificos

e Investigar a acdo tripanocida do veneno bruto de Cvv sobre as formas

tripomastigotas de cultivo e epimastigotas do T. cruzi.

e Identificar as alteragoes morfoldgicas em parasitos tratados com o veneno de Cvv
e fragbes com atividade tripanocida, e as possiveis organelas-alvo das ag¢des dos
compostos, por microscopia eletrbnica de varredura e microscopia eletrénica de

transmissao e citometria de fluxo;

o Verificar o efeito do veneno bruto in vitro, em culturas de células LLC-MK,;
infectadas e tratadas com diferentes concentragdes do veneno de Cvv, visando avaliar
o potencial de inibicdo de proliferagdo das formas amastigotas intracelulares do

parasito.

e Isolar e caracterizar bioquimicamente, por cromatografia liquida de alta resolugcao

no modo fase reversa (RP-HPLC), as fracbes componentes do veneno de Cvv.

e Avaliar a pureza e composicao das diferentes fragdes do veneno de Cvv por SDS-
PAGE e quantificar o contelido protéico das fragdes isoladas para serem utilizadas nos

ensaios de atividade tripanocida.

e Avaliar a atividade litica das fracbes isoladas do veneno de Cvv sobre as formas

tripomastigotas de cultivo.

e Caracterizar, através de espectrometria de massas as fracdes que apresentaram
atividade tripanocida e analisar os espectros MS/MS de cada amostra quanto a
similaridade com a estrutura primaria de proteinas previamente isoladas e
caracterizadas, utilizando os programas MASCOT MS/MS lon Search e BLAST
Network Service do NCBI.
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¢ Analisar, em modelos experimentais de células musculares isoladas, as possiveis
atividades miotdxicas da proteina purificada “catrina-like”, através da determinacao da

atividade de creatino quinase (CK) liberada dos musculos tratados com a proteina.
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IV. MATERIAIS E METODOS

1. Parasitos

Foram utilizadas as formas tripomastigotas e epimastigotas do
Trypanosoma cruzi pertencentes aos clones CL-Brener (ZINGALES et al.,
1977) e Dm28C (CONTRERAS et al., 1985). Formas epimastigotas foram
mantidas a 28°C em meio de cultivo axénico Liver Infusion Tryptose (LIT)
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), com repiques semanais
(CAMARGO, 1964). Estes parasitos foram sempre obtidos de culturas na fase
exponencial de crescimento (4° dia) para a execugcdo dos ensaios
experimentais. Formas tripomastigotas de cultivo celular foram obtidas do
sobrenadante de células LLC-MK; previamente infectadas, mantidas com meio
RPMI-1640 (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 2%
de SFB (BISAGGIO et al., 2006).

2. Culturas de células

Células LLC-MK; foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm? e 75
cm?, mantidas em meio RPMI suplementado com SFB 10% a 37°C em
atmosfera contendo CO,; 5%. A manutengcdo dessas células foi realizada

através de repiques periédicos.

3. Veneno

O extrato total do veneno da cobra Crotalus viridis viridis (chamado aqui
pela abreviagdo Cvv) utilizado foi adquirido da empresa Sigma Chemical Co
(St. Louis, MO, EUA), diluido em solugao salina tamponada (PBS) estéril (pH 7,

2) e conservado a -20°C, em solugdo estoque de 50 mg/ ml.
4. Avaliacao do efeito direto do veneno de Cvv e fragoes isoladas
4.1. Efeito direto do extrato total do veneno de Cvv sobre

epimastigotas e tripomastigotas
Formas epimastigotas (Dm28C e CL-Brener) foram ressuspensas em

. ., 6 . . ~ .
meio LIT em um inéculo de 5 x 10 céls/ml, e uma aliquota desta suspensao foi
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adicionada ao mesmo volume do veneno, previamente diluido com o dobro da
concentracao final desejada (0,25 a 500 ug/ml) em placa de 24 pocos (Nunc
Inc., Naperville, IL, EUA), e incubadas por 120 horas a 28°C. O n° de
parasitos foi determinado a cada dia pela contagem dos mesmos em
camara de Neubauer. O parametro usado para estimar a inibicdo da
proliferagéo foi o DLsp, 0 que corresponde a concentragao de droga necessaria
para inibir 50% do crescimento celular. Parasitos crescidos sob as mesmas
condigbes foram cultivados em meio LIT na auséncia de veneno e usados
como controle. Os experimentos foram realizados em triplicata e em 5 ensaios
independentes. A viabilidade dos parasitos foi monitorada baseada na
mobilidade e pela detec¢ao da exclusdo do azul de trypan pela microscopia de
luz, onde uma suspensao de parasitos em seus respectivos meios (10 pl) foi
diluida em solugao aquosa de 0,4% de azul de Tripan em uma razéo de 1:1 de
volume, e monitorados pela contagem direta dos parasitos viaveis ou nao
usando uma camera de Neubauer.

Tripomastigotas de cultura (Dm28C e CL-Brener) foram ressuspensos na

concentragédo de 1><107 céls/ml em meio RPMI suplementado com SFB 10%.
Esta suspenséo (100 ul) foi adicionada em microplacas de 96 pogos (Nunc Inc.,
Naperville, IL, EUA), junto com igual volume do veneno diluido no dobro da
concentracao final desejada (as mesmas usadas para o tratamento das formas
epimastigotas), também diluidos em meio RPMI suplementado com SFB 10%,
seguido por incubagao a 37°C por 24 horas. O parametro DLsp (50% de lise dos
tripomastigotas) foi avaliado pela contagem em camara de Neubauer apés o
periodo de tratamento. Os experimentos foram realizados em ftriplicata e em

pelo menos trés ensaios independentes.

4.2. Efeito direto das fragées isoladas do veneno de Cvv sobre

formas tripomastigotas durante o “screening” pés HPLC

No intuito de se avaliar a possivel atividade de todas as fragcdes coletadas
no item 13.1 (chegando a um total de 60 obtidas na 32 corrida cromatografica),
as concentragdes iniciais de teste foram 0,3, 1,2, 4,8 e 19,2 ug/ml, partindo-se
do valor de DLsg para o tratamento destas formas com o veneno de Cvv bruto.

Tripomastigotas de cultura (clone CL-Brener) foram tratados como descrito no
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item anterior e o parametro DLsy foi avaliado pela contagem em camara de
Neubauer apo6s o periodo de tratamento. Os experimentos foram realizados em

triplicata e em pelo menos trés ensaios independentes.

4.3. Efeito direto da fragcao isolada do veneno de Cvv referente a

proteina “catrina-like” sobre formas tripomastigotas

A atividade da fragdo isolada e caracterizada pela espectrometria de
massas referente a proteina “catrina-like” (item 13.5) foi avaliada como descrito
anteriormente. As concentracdes de teste foram 0,3, 0,6, 1,2, 2,4, 4,8, 9,6, 19,2
e 38,4 ug/ml, partindo-se do valor de DLsy para o tratamento destas formas
com o veneno de Cvv bruto. Tripomastigotas de cultura (clone CL-Brener)
foram tratados como descrito anteriormente e o parametro DLsy foi avaliado
pela contagem em camara de Neubauer apds o periodo de tratamento. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata e em pelo menos trés ensaios

independentes.

5. Efeito direto do veneno de Cvv previamente fervido no crescimento de
formas epimastigotas

O veneno de Cvv foi fervido por 7,5, 15 e 30 minutos a 95°C
(previamente descrito por FERNANDEZ-GOMEZ et al., 1994) e usado no

tratamento de formas epimastigotas (clone CL-Brener). Formas epimastigotas

(5 x 106 cels/ ml) foram ressuspensas em meio LIT acrescido de SFB 10% e
incubadas por 24, 48 e 72 h a 28°C, com 0,5 ug/ ml do veneno de Cvv
previamente fervido. Parasitos também foram mantidos sob as mesmas
condigdes apenas em meio LIT na auséncia de veneno (controle negativo) e
também na presenca de 0,5 ug/ ml do veneno de Cvv nao fervido (controle
positivo). O n° de parasitos foi determinado por contagem diaria em camara de

Neubauer como descrito acima.

6. Avaliagao do potencial citotéxico do veneno de Cvv sobre células LLC-
MK,
Células LLC-MK; nao infectadas foram primeiramente submetidas ao

tratamento com o veneno de Cvv visando avaliar a sua toxicidade as células
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hospedeiras. Estas células foram adicionadas sobre laminulas redondas
previamente aderidas ao fundo de pogos de placas de 24 pogos, cultivadas em
meio RPMI suplementado com SFB 10% e mantidas a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO, por 24 h (BISSAGIO, ADADE & SOUTO-PADRON,
2008). Apos este periodo, as culturas foram lavadas com PBS para a remogéao
de células n&o aderidas, cultivadas em meio RPMI acrescido de SFB 2% e
tratadas ou nao (células controle) com 0,1, 10, 100 e 1000 ug/ml do veneno de
Cvv por até 120 h. O meio foi mudado a cada 48 h. As laminulas foram
diariamente coletadas, lavadas em PBS, fixadas com solugdo de Bouin,
coradas com Giemsa e aderidas a laminas de vidro com Permount (Fisher
Scientific, Nova Jersey, EUA). Foram analisados o n° de células aderidas e os
aspectos morfolégicos das mesmas.

Em paralelo, o mesmo procedimento foi realizado e analisado pelo teste
de exclusao do azul de Tripan. Laminulas foram coradas com uma diluicdo de
1:1 em volume de solugdo de azul de trypan: meio RPMI e observadas em

microscopio de luz invertido Zeiss Axiovert (Oberkochen, Alemanha).

7. Avaliagao da atividade do veneno de Cvv sobre o ciclo intracelular do
T. cruzi em células hospedeiras.

Para investigar o efeito do veneno de Cvv no ciclo intracelular do parasito,
células LLC-MK; foram adicionadas sobre laminulas previamente aderidas em
placas de 24 pocos como descrito acima. As culturas foram entdo lavadas e
infectadas com formas tripomastigotas de cultura (razdo 10 parasitos por
célula). Apos um periodo de 24 h de interagao, os parasitos ndo internalizados
foram removidos das culturas por repetidas lavagens com PBS e as células
entdo cultivadas em meio RPMI suplementado com SFB 2% na presenga
(37,5- 500 ng/ ml) ou auséncia do veneno de Cvv (células controle). O meio foi
mudado a cada 48 h. As laminulas foram coletadas diariamente por até 96 h,
lavadas em PBS, fixadas em solucdo de Bouin, coradas com Giemsa e
aderidas a laminas de vidro com Permount. A infeccdo parasitaria foi
quantificada com o auxilio de um microscopio de luz Zeiss Axioplan 2
(Oberkochen, Alemanha) equipado com a camera digital Color View XS. O
porcentual de células infectadas, o n° de amastigotas por célula infectada e por

100 células foi determinado por contagem de um total de 500 células por
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laminula em pelo menos trés experimentos independentes. O LDs, foi estimado
como a dose que reduziu em 50% o numero de amastigotas por célula

infectada.

8. Avaliacao da capacidade de infecgao e progressao do ciclo intracelular
de formas Tripomastigotas Diferenciados na presenc¢a de Veneno (TDVs)
Ao longo dos ensaios descritos no item anterior, alguns tripomastigotas
foram liberados no sobrenadante das culturas em tratamento. Estes, nomeados
Tripomastigotas Diferenciados na presenca de Veneno (TDVs), foram
separados dos restos celulares, de amastigotas e parasitos ndo viaveis do
sobrenadante pela centrifugagdo a 500 x g por 5 min. e mantidos a 37°C por 30
min. Durante este periodo, TDVs viaveis se moveram do “pellet” para o meio do
sobrenadante, o qual foi entdo coletado e centrifugado a 3000 x g por 12 min.
O “pellet” obtido desta centrifugacdo contendo os TDVs foram monitorados
baseados em sua motilidade e pelo teste de exclusdo do azul de Tripan pela
microscopia de luz, como descrito anteriormente. Os TDVs viaveis foram entao
ressuspendidos em meio RPMI e utilizados na infecgdo de novas culturas de
células LLC-MK; (previamente estabelecidas como descrito acima) na auséncia
do veneno, para avaliar a sua infectividade, em uma razdo de 10 TDVs por
célula. As células foram cultivadas por mais 4- 5 dias em meio RPMI contendo
SFB 2% a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Como controle, células
LLC-MK; foram infectadas com tripomastigotas de culturas nao tratadas com o
veneno de Cvv sob as mesmas condi¢des descritas para os TDVs. Apds
repetidas lavagens com PBS, as laminulas tanto do controle quanto das
interacoes, e que foram coletadas diariamente, foram fixadas e coradas como
descrito previamente. O n° de amastigotas intracelulares por célula infectada e
por 100 células foi determinado pela contagem de um total de 500 células por

laminula, em pelo menos trés experimentos independentes.

9. Determinagao da atividade de PLA; através do ensaio turbidimétrico
adaptado de Marinetti (1965)

A atividade da PLA; foi determinada pelo ensaio turbidimétrico adaptado
descrito previamente por MARINETTI (1965). A PLA, na presenca de

fosfolipideos da gema do ovo libera quantidades equimolares de
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lisofosfolipideos e acidos graxos. O substrato foi preparado pela mistura de
uma gema de ovo em uma solugédo de NaCl (150 mM) em um volume final de
100 ml, e estocado a 4°C até o seu uso na reacdo. Em cada medida, foram
preparados diversos tubos com volume final de 0,33 ml de uma solugao
contendo o 10% de substrato em NaCl 150 mM, CaCl, 10 mM, acido
taurocdlico 0,01% e Tris—HCI 5,0 mM, pH 7,4 até que a absorbancia
espectrométrica atingisse 0,62 e 0,65 nm. Durante o procedimento, os tubos
foram mantidos a 37°C sob leve e constante agitacdo. As reag¢des foram
iniciadas pela adicdo do veneno de Cvv na faixa de concentracédo de 0,05- 10
ug/ml. A especificidade do procedimento foi controlada pela adigcdo de para-
bromo-fenacil-brometo (p-BPB; Sigma), um inibidor especifico da PLA;
(OWNBY, COLBERG & WHITE, 1997; MELO & OWNBY, 1999), utilizado em
concentragbes de 100- 500 uM. Ambos os testes foram realizados visando
abranger a dose do veneno de Cvv correspondente ao DLsp usada no desafio
das formas tripomastigotas. A solugéo estoque de p-BPB (500 mM) foi feita em
dimetilsulféxido (DMSO).

10. Desafio das formas tripomastigotas pelo veneno de Cvv previamente
inibido com pBPB.

Tripomastigotas (clone CL-Brener) foram tratados com 0,15, 0,3 e 0,6
ug/ml do veneno previamente incubado por 30 min., a temperatura ambiente,
com p-BPB 500 uM, de acordo com protocolo previamente descrito por MELO
& OWNBY (1999), por 24h a 37°C. Ao mesmo tempo, parasitos também foram
tratados com as mesmas concentragdes do veneno bruto sem a prévia inibigao
pelo p-BPB. Trés tipos de células controle foram utilizadas na auséncia do
veneno de Cvv: (i) parasitos incubados apenas em meio RPMI suplementado
com SFB 10%; (ii) parasitos incubados em meio RPMI suplementado com SFB
10% com DMSO (a concentracao final deste ndo excedeu 0,1% da razéo vol/
vol e n&o apresentou efeito de lise sobre as células); e (iii) parasitos incubados
em meio RPMI suplementado com SFB 10% apenas com p-BPB. O n° de
parasitos vivos foi determinado pela contagem de tripomastigotas em camera

de Neubauer e foram realizados trés experimentos independentes.
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11. Analise das alteracdes morfolégicas

11.1. Analise por microscopia eletrénica de varredura

Epimastigotas e tripomastigotas foram tratados com 0,5 e 0,3 ug/ml do
veneno de Cvv por 24 h, respectivamente, lavados duas vezes em PBS e
fixados por 1 h em glutaraldeido (GA) a 2,5% em tampéo cacodilato 0,1M (pH
7,2) acrescido de CaCl, 5 mM e sacarose 2%. Os parasitos foram entédo
lavados no mesmo tamp&o e aderidos a laminulas de vidro previamente
recobertas com poli-L-lisina 0,1% (P.M. 70.000, Sigma) em PBS. Apos 15
minutos de pos-fixagdo em OsO4 a 1% em tampao cacodilato 0,1 M (pH 7,2),
contendo ferrocianeto de potassio 0,8% e CaCl, 5 mM, as amostras foram
lavadas, desidratadas em série crescente de etanol e posteriormente pelo
método do ponto critico com CO; liquido no aparelho Balzers CDP-20. As
laminulas foram montadas em suporte de aluminio (“stubs”) e metalizadas com
uma fina camada de ouro de 20 nm de espessura pelo método de “sputtering”
no aparelho BAL-TEC CPDO030. As amostras foram observadas no microscopio
eletrénico de varredura JEOL JSM-5310 (Toquio, Jap&o) operado a 25 kV. As

imagens digitais adquiridas foram armazenadas para posterior utilizagao.

11.2. Analise por microscopia eletronica de transmissao

Epimastigotas e tripomastigotas tratados com 0,5 e 0,3 pug/ml do veneno de
Cvv, respectivamente, por 1, 4 e 24 h, e tripomastigotas tratados com 0,93
ug/ml da proteina “catrina-like” por 1, 2 e 24 h foram lavados e fixados como
descrito anteriormente. Culturas de células LLC-MK; infectadas ou né&o, e
tratadas ou nao, aderidas a garrafas de 25 cm? também foram lavadas em
PBS e fixadas como descrito acima, ainda aderidas. As células foram entéo
gentilmente removidas com o uso de uma espatula de silicone (“rubber
policeman”), e as células em suspensé&o foram entdo coletadas e concentradas
por centrifugagao. Parasitos e células foram entdo lavados no mesmo tampéao e
pos-fixados em OsO4 a 1% em tampéao cacodilato 0,1 M (pH 7,2), contendo
ferrocianeto de potassio 0,8% e CaCl, 5 mM, por 1h a temperatura ambiente e
protegidos da incidéncia de luz. As amostras foram lavadas, desidratadas em
concentragdes crescentes de acetona, impregnadas em resina epoxi Polybed

812 (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA) e polimerizadas por 72 horas em
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estufa a 60°C. Secgdes ultra-finas obtidas em ultramicrétomo Leica (Nussloch,
Alemanha) foram contrastadas com solugdo aquosa de acetato de uranila 5%
por 30 minutos e solugdo de citrato de chumbo durante 5 minutos ao abrigo de
luz, a temperatura ambiente. As analises foram feitas pela observacdo no
microscopio eletrbnico de transmissdo FEI Morgagni 268 (Eindhoven,

Holanda), operando a 80 kV.

12. Analise por citometria de fluxo

Formas epimastigotas e tripomastigotas de cultura (clone CL-Brener)
(1x10° parasitos/ ml) foram tratadas com 0,5- 4,0 e 0,15-1,8 pg/ml de veneno
de Cvv, por 24h, a 28°C e 37°C, respectivamente. Os parasitos entdo foram
marcados com (a) iodeto de propidio (IP) 15 ug/ml, corante que ndo atravessa
membranas intactas, e desta forma, ndo se intercala com os acidos nucléicos
dos parasitos evidenciando a integridade da membrana plasmatica dos
mesmos (MENNA-BARRETO et al.,, 2008), e (b) rodamina 123 (Rh123)
10 ug/ml, composto catibnico que detecta alteragcbes no potencial
transmembrana mitocondrial (MENNA-BARRETO et al., 2008), por 15 min, a
28°C e 37°C, respectivamente. As células foram mantidas refrigeradas e na
auséncia de luz até a aquisicdo dos dados e analise no citbmetro de fluxo
FACScalibur (Bencton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), equipado com o
software Cell Quest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, San Diego,
CA, EUA). Foram coletados 10.000 eventos em regido previamente
estabelecida correspondente as populacdes parasitarias. As fluorescéncias de
Rh123 e IP foram captadas, em escala logaritmica, pelos seus respectivos
filtros (FL-1: 530-25 nm e FL-3: acima de 670 nm). Diferencas na intensidade
de fluorescéncia da Rh123 entre parasitos tratados e ndo tratados foram
quantificados usando o indice arbitrario de variagdo (IV) obtido pela equagéo
(MT- MC)/ MC, onde MT e MC correspondem as medianas das fluorescéncias
dos parasitos tratados e dos controles, respectivamente. Valores de [V
negativos correspondem a despolarizagdo de membrana mitocondrial. Os

dados foram obtidos de pelo menos 3 experimentos independentes.

13. Caracterizagao bioquimica do veneno de Cvv
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13.1. Fracionamento por cromatografia liquida de alta resolugiao (HPLC) em

coluna analitica de fase reversa C8

Uma amostra de 10 mg do extrato bruto do veneno de Cvv foi dissolvida
em 1 ml de tampdo composto de acido trifluoracético 0,1% (TFA) em &agua,
previamente filtrado em membrana 0,22 um, e centrifugada a 2.000g por 2
minutos para a eliminacdo de material insoluvel. O sobrenadante foi aplicado
em coluna analitica de fase reversa C8 (Kromasil, Bohus, Suécia) utilizando um
sistema RP-HPLC (Shimadzu, Japao). A coluna foi pré-equilibrada com o
mesmo tampao de dissolugéo do veneno. Foram aplicadas 100 ul de amostra e
as cromatografias executadas em temperatura ambiente com um fluxo de 0,7 a
1 ml/ min e monitoradas pela absorbancia a 280 nm. As fragbes retidas na
resina da coluna foram eluidas com um gradiente de TFA 0,1% em acetonitrila.
As fracbes foram coletadas e reunidas de acordo com o perfil protéico obtido
no cromatograma, concentradas em SpeedVac Concentrator (Savant
SPD111V, Thermo Scientific) até a completa remog¢éo do tampéo de eluigéo e

ressuspendidas em agua destilada estéril.

13.2. Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina das fragdes do veneno foi determinada pelo
método de BRADFORD (1976) utilizando solu¢do de soroalbumina bovina
(BSA) na concentracao de 1 mg/ml para construgéo da curva-padrao e 50 ul de
uma solugcdo de Coomasie Briliant Blue G-250 (Coomasie Blue-G a 0,025%,
etanol a 11,75% e acido fosforico a 21,25%) e 50 pl de PBS pH 7,2. Os ensaios
foram realizados em placa de 96 pocgos utilizando um volume de 10 ul de
amostra para um volume final de reagédo de 200 pl. A leitura foi realizada, apos
10 min. de contato dos sistemas reacionais com o corante, em leitor de ELISA

SpectraMax M2 (Molecular Devices) sob o comprimento de onda de 562 nm.

13.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida do veneno de Cvv bruto e

fragoes obtidas por RP-HPLC

O perfil eletroforético do veneno bruto de Cvv e das fragdes obtidas por
RP-HPLC que apresentarem atividades tripanocidas (no item 4.2), foi

determinado em gel de poliacrilamida segundo protocolo descrito por LAEMMLI
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(1970). O gel de separagao foi preparado na concentracédo de 16% de
acrilamida, SDS 0,1% em tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. O gel de
concentracao foi preparado com 5% de acrilamida, SDS 0,1% em tampao Tris-
HCIl 0,5 M, pH 6,8 e foi utilizado um sistema Mini Protean Il Cell (BioRad
Laboratories, Califérnia, EUA). As amostras (10 ug/ml) foram diluidas a 1:4
(vol/vol) em tampdo de amostra 4 X (glicerol 10%, SDS 10%, azul de
bromofenol 1%, B-mercaptoetanol 7% em tampéo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8) e
fervidas por 5 minutos a 100°C, antes da aplicagdo no gel. A corrida do gel
ocorreu em sistema vertical, com tampé&o de corrida 1X (glicina 19,2 M, SDS
0,1%, Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8) sob uma voltagem constante de 120V a
temperatura ambiente. As bandas protéicas foram visualizadas utilizando-se
solugédo corante contendo Coomassie Brilhant Blue R 0,25%, metanol 40% e
acido acético 10% em agua destilada. Como descorante foi utilizada uma
solugao contendo metanol 35% e acido acético 10% em agua destilada.
Padrées de proteinas de massas moleculares conhecidas foram utilizados
aplicando-se 4 pl do marcador de peso molecular Page Ruler™ Prestained

Protein Ladder Plus (Fermentas Life Science, Canada).

13.4. Digestao triptica in gel das bandas isoladas correspondes as

fragoes purificadas.

Os géis de poliacrilamida contendo as bandas referentes as proteinas e
peptideos isolados e que apresentaram atividade tripanocida (item 4.2), foram
digeridos para posterior analise por espectrometria de massas (modificado de
SHEVCHENKO et al., 1996).

As bandas dos géis foram cortadas e completamente descoradas em
0,5mL de solugéo acetonitrila 50%/ bicarbonato de aménio 25 mM em &gua
deionizada (pH 8,0). Em seguida, as amostras foram desidratadas em
acetonitrila 100% (2X por 5 min cada), reduzidas em solugéo ditiotreitol (DTT)
10 mM por 60 min, a 56°C, e alquiladas em solucao de iodoacetamida (IAA) 50
mM por 45 min, a temperatura ambiente e protegidas da luz. Removida esta
solugdo, os fragmentos de géis foram lavados em solu¢do de bicarbonato de
amoénio 100mM por 10 min e novamente desidratados com 100% de
acetonitrila (2 X por 5 min cada). Os géis foram reidratados em solucéo de

100mM bicarbonato de amoénio e novamente desidratados em acetonitrila (2 X
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por 5 min cada). Evaporada toda a acetonitrila, os géis foram digeridos em
solugéo de tripsina (Gold-Mass Spec Grade, Promega Madison, WI, EUA) em
bicarbonato de aménio 50 mM gelado, onde a concentragcdo da enzima era de
20 ng/ul. Este procedimento foi feito por 45 min em banho de gelo. O excesso
de solucdo de tripsina foi removido, e o material foi entdo incubado por 20h a
37°C em solugao bicarbonato de aménio 50 mM. Apds este periodo, as
amostras foram extraidas pela adigao sequencial de duas solugdes de extracao
(sol. 1: acido formico 5% em agua e sol 2: acido férmico 5% em solugéo de
acetonitrila 50%), transferidas para tubos ausentes dos fragmentos de géis,
concentradas em aparelho Speed Vac® plus e armazenadas a -20°C para

posterior analise.

13.5. Espectrometria de massas

As amostras extraidas como descrito anteriormente, foram solubilizadas
em solugao de acido formico 1% e transferidas para tubos especificos para a
realizacdo das espectrometrias de massas. O sequenciamento das proteinas
foi conduzido em plataforma cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa tandem (LC-MS/MS) em espectrometro de massas com fonte de
ionizagao por eletrospray (ESI) e analisador de massas hibrido Q-Tof Micro
(Waters, Micromass), acoplado a um sistema on-line de HPLC nano Acquity
(Waters).

Os peptideos foram separados por coluna Symmetry C18 em tampao A
(acido férmico 0,1%, acetonitrila 5% em agua deionizada) com um gradiente de
50 min do tampé&o B (acido formico0,1%, acetonitrila 95% em agua deionizada),
em fluxo de 0,4 pl/ min. O gradiente estabelecido foi: 95%A/ 5%B (0 min.)/
85%A/ 15%B (1 min.)/ 65%A/ 35%B (35 min.)/ 40%A/ 60%B (40 min.)/ 40%A/
60%B (44 min.)/ 95%A/ 5%B (45 min.). A ionizag&o por ESI foi realizada com a
voltagem da fonte ajustada para 3,5 kV e temperatura do cone a 90°C. Todos
os parametros foram definidos pelo programa MassLynx v 2.1.

Este modelo de analisadores associados (tandem) do tipo quadrupolo e
tempo de voo (Q-TOF) conta com um sistema Nanolock Spray (Waters,
Micromass), que corrige as variagoes de calibragdo que ocorrem ao longo do
periodo de aquisicdo dos espectros de cada amostra. Todas as aquisicdes

foram calibradas com uma solug¢ao de acido fosforico a 1% em acetonitrila 50%
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em agua purificada, e adquiridas em fluxo continuo, onde foram adquiridos 1
espectro de 1 segundo (Inter Scan Time 0,1 s) em frequéncia de 20 segundos.

As fragdes purificadas também foram analisadas em ionizagédo a laser
assistida por matriz MALDI-TOF Voyager-DE™ PRO (Applied Biosystems) para
confirmacao da pureza das amostras e confirmacédo das massas moleculares.
As fracbes foram misturadas com uma matriz de &cido a-cyano 4-
hydroxicindmico em solugao de acetonitrila 50% e TFA1%. Os espectros foram
adquiridos no modo refletido com o dispositivo “extracdo atrasada”, na faixa
massa/ carga de 800 a 4000 daltons. As misturas foram aplicadas (1 ul) na
placa de MALDI e secas a temperatura ambiente. Em seguida, os
espectrdmetros foram calibrados utilizando como padrdo uma mistura
comercial de peptideos de massa conhecida: Calmix1 (Applied Biosystem). As
massas dos ions observados correspondiam as massas dos peptideos obtidos
a partir das fragbes purificadas e detectados no espectrobmetro (mapa
peptidico).

13.6. Analise dos peptideos por bioinformatica
Os espectros MS/MS gerados pela espectrometria de massas de cada
amostra foram avaliados quanto a similaridade de estrutura primaria utilizando

os programas MASCOT MS/MS lon Search (www.matrixscience.com).

13.7. Identificagao das proteinas

A identificacdo dos espectros e possiveis similaridades com proteinas
previamente isoladas e caracterizadas foi feita automaticamente. O programa
MASCOT calculou uma pontuagao para cada proteina encontrada a partir da

probabilidade daquela identificacdo ser um evento aleatério.

14. Ensaios em camundongos

14.1. Animais

Foram utilizados camundongos sui¢cos adultos (25-30g) que receberam agua e
racao ad libitum, mantidos em ciclo de luz natural, para a realizacdo dos ensaios de
miotoxicidade e sobre a hemostasia dos composto isolado “catrina-like”, visando o
estabelecimento de faixas de concentracdo limitrofes para futuros ensaios de

interacdo e tratamento in vivo. Todos os ensaios com animais foram feitos em acordo
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com os padrdes de cuidado animal estabelecidos pela Comissao de Avaliacdo do Uso
de Animais em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude (CAUAP-UFRJ), da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

14.2. Avaliagcdo da atividade miotdéxica in vitro da proteina “catrina-

like”

A miotoxicidade in vitro foi avaliada pela determinagdo da atividade de
creatino quinase (CK) liberada dos musculos EDL (extensor digitorum longus)
banhados em solucdo nutridora, como descrito por MELO & OWNBY (1996).
Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente.

Foram retirados os membros posteriores de cada animal, os musculos
EDL cuidadosamente isolados e transferidos para unidades coletoras de
amostras de 2,5 ml de capacidade, onde foram perfundidos continuamente a
taxa de 2,5 ml/min com solu¢cdo de Ringer fisiologica (PSS- Physiological
Saline Solution), equilibrada e com 95% O,- 5% CO; e pH ajustado para 7,40 +
0,02. A composi¢gao do PSS (em mM): NaCl, 135; KCI, 5; CaCl,, 2; NaHCOs3,
15; NaHPQy, 1; glicose, 11. A cada 30 min, as solugdes de perfusdao foram
trocadas por solugdes frescas, e as coletadas sendo armazenadas a 4°C até a
determinacdo da atividade de CK, utilizando kit diagndstico (Sigma Chemical
Co).

As amostras coletadas foi adicionada albumina bovina 0,1% a fim de
estabilizar a minimizar a perda da atividade enzimatica. A atividade de CK foi
expressa em U/l, onde uma unidade é a atividade que caracteriza a
transformacao de 1 umol de NAD/ min a 25°C. A atividade de CK liberada pelo
musculo isolado foi expressa em unidades de enzimas liberadas no meio, por
grama, por hora de coleta (U.g.’h™"). A liberagdo basal refere-se & enzima
liberada pelos musculos no meio nutridor em condigdes de repouso, no inicio
dos ensaios, depois da preparagao ter sido monitorada nas unidades coletoras
de amostras e ter ficado em solug&o nutridora normal por aproximadamente 1
hora. Em todos os experimentos, a proteina “catrina-like” foi adicionada ao
meio nutridor nas concentragbes de 0,93 pg/ ml apdés a coleta da solugao
controle. Apds a coleta das amostras para a analise de CK, os musculos foram
removidos das unidades coletoras, limpos de tecido adiposo e tenddes, secos

em papel de filtro absorvente e pesados.
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Para determinar o contetudo total de CK nos musculos, os musculos EDL
banhados somente em PSS foram fragmentados, homogeneizados em 2 ml de
PSS e albumina 0,2% e utilizados para determinar a atividade de CK no
homogeneizado apés diluido 1:10. O contetido de CK foi expresso em U.g.™.
Em todos os experimentos foram utilizados pares de musculos do mesmo

animal, sendo que cada ensaio foi realizado em triplicata.

15. Analise estatistica

Os dados quantitativos obtidos a partir dos ensaios com as fragdes
bioquimicas, foram submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis através do
programa BioEstat 2.0 para Windows (Sociedade Civil Mamiraua, Brasilia, DF,
Brasil). As amostras foram consideradas estatisticamente diferentes quando
p<0,05.
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V. RESULTADOS

1. Efeito direto do veneno bruto de Cvv

Formas epimastigotas (clones Dm28C e CL-Brener) foram cultivadas por
5 dias em meio LIT contendo diferentes concentragdes do veneno de Cvv, e a
porcentagem de parasitos vivos foi avaliada (Tabela 5). O DLsy (50% de
inibicdo de crescimento) apds 24 h de tratamento foi de 0,5 + 0,18 ug/ ml, e
apos 96 e 120 h os valores foram de 0,9 + 043 e 1 =+ 0,49 ug/ ml,
respectivamente. O DLsy para formas tripomastigotas (clones Dm28C e CL-
Brener) foi de 0,3 £ 0,19 ug/ml (Tabela 5). N&do houve crescimento quando os

parasitos foram tratados com 8-500 ug/ml do veneno bruto de Cwvv.

Tabela 5. Diferentes valores de DLsy obtidos pelos tratamentos das formas
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas intracelulares do T. cruzi com o

veneno bruto de Cvv

Dias de Epimastigotas Tripomastigotas Amastigotas
tratamento intracelulares®®
1 0,5+0,18% 0,3+0,19° 0,075 + 0,01
2 0,6 +0,12 Nre 0,037 £ 0,03
3 0,7+0,12 Nr 0,029 £ 0,03
4 0,9+0,43 Nr 0,17 £ 0,02
5 1,0 £ 0,49 Nr Nr

Valores de DLs, expressos em ug/ml

®Média + desvio padrdo. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata e em pelo menos trés
experimentos independentes

°N&o realizado

YDeterminado por contagem diaria do n° de amastigotas por célula infectada

°Parasitos do clone CL-Brener

O DLsg do tratamento do veneno de Cvv sobre as formas amastigotas

intracelulares (Tabela 5) foi determinado nos diferentes dias pods-infecgao
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considerando o n° de amastigotas por célula infectada. O DLs, obtido apds 24 h
de tratamento foi de 0,075 + 0.01 ug/ml, o menor valor dentre as trés formas
morfolégicas analisadas.

A perda de viabilidade dos epimastigotas e tripomastigotas foi avaliada
pela microscopia de luz através do teste de exclusdo do azul de Tripan (ndo
mostrado) e pela citometria de fluxo através da marcacgao do iodeto de propidio
(IP). Formas epimastigotas e tripomastigotas incubadas por 24 h na presenca
de 0,5 e 0,3 ug/ ml do veneno de Cvv, respectivamente, e entdo marcadas com
IP apresentaram cerca de 59% e 43% de células ndo viaveis, respectivamente.
Os valores relativos a esta marcacao na presenca de diferentes concentracdes

do veneno estdo apresentados na Tabela 6 (apresentada mais a frente).

2. Efeito direto do veneno bruto de Cvv previamente fervido

No intuito de avaliar se a acdo do veneno de Cvv contra o T. cruzi seria
em funcdo da presenca de componentes protéicos e enzimas presentes no
mesmo ou devido a atividade de outros tipos de compostos (alcaldides e/ou
outros componentes organicos, por exemplo), o veneno de Cvv foi fervido por
diferentes periodos de tempo e usado no tratamento de formas epimastigotas
(clone Dm28C), sempre na concentragéo de 0,5 ug/ml (Fig. 12).

A fervura do veneno de Cvv por 7,5 min ndo foi capaz de abolir
completamente a atividade antiproliferativa do mesmo, sendo detectada um
efeito inibitorio parcial de cerca de 10-14% na proliferacao dos parasitos até o
3° dia apds o inicio do tratamento. As demais fervuras aboliram completamente
o efeito inibitério de veneno de Cvv, ndo havendo diferengas entre parasitos
incubados apenas em meio LIT e os que foram incubados com o veneno de

Cvv por 15 e 30 min.
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Figura 12. Efeito do veneno de Cvv previamente fervido sobre a proliferagdo de epimastigotas
do T. cruzi. Os parasitos foram incubados por até 3 dias, a 28°C, com 0,5 ug/ml do veneno de
Cvv previamente fervido por 7,5 (-A-), 15 (-X-) e 30 (-O-) minutos a 95°C. Todos os
tratamentos foram comparados a proliferagdo dos parasitos em meio LIT na auséncia de
veneno (-0- controle negativo) ou na presenca de 0,5 pg/ml do veneno de Cvv sem fervura

prévia (-o- controle positivo). Valores médios de trés experimentos independentes.

3. Alteragcdoes morfoloégica geradas pelo veneno de Cvv em formas
epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi

As alteragdes morfoldgicas apresentadas nas formas epimastigotas (Fig.
13) e tripomastigotas (Fig. 14) (ambas pertencentes ao clone CL- Brener)
foram observadas pela microscopia eletrénica de varredura (MEV) apds 24h de
tratamento com 0,5 e 0,3 ug/ml de veneno de Cvv, respectivamente.

A maior parte dos parasitos tratados apresentou inchagco do corpo
celular quando comparados aos parasitos nao tratados (Fig. 13B-D, 14B-D) e
ocasionalmente foram observados parasitos com formas completamente
alteradas (Fig. 13C, 14C-D). Alguns epimastigotas também apresentaram uma
intensa tor¢ado do corpo celular (Fig. 13D). O tratamento também ocasionou o

aparecimento de projecbes e o rompimento da membrana plasmatica em
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tripomastigotas tratados, indicando uma desorganizagao intensa na membrana
destes parasitos (Fig. 14E-H).

A ultraestrutura dos parasitos tratados foi avaliada pela microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) (Fig. 13 e 14). As altera¢gdes mais frequentes
que foram observadas nas formas epimastigotas foram inchaco do corpo
celular com uma aparente perda de organizagdo das organelas, vacuolizag&o
citoplasmatica (Fig. 13E-H), inchaco da mitocondria com alteragbes nas
membranas desta organela e a presenca de figuras de mielina (Fig. 13E, F, H),
e perda de componentes citoplasmaticos (Fig. 13E, H). Eventualmente,
diversos epimastigotas completamente lisados puderam ser observados. A
morfologia do nucleo também apresentou alteragbes caracterizadas por
mudangas no formato e na organizagdo da cromatina, bem como um aparente
escape de seu conteudo (Fig. 13G).

Os tripomastigotas tratados com o veneno de Cvv apresentaram um
“alargamento” do espaco entre o nucleo e o citoplasma (Fig. 14F, inset). As
alteragdes mitocondriais notadas em alguns dos parasitos tratados eram
similares as verificadas nas formas epimastigotas (Fig. 14J). O veneno
também causou uma intensa vacuolizagdo do citoplasma, ndo permitindo a
visualizagdo das estruturas e organelas (Fig. 14H). Contudo, na maioria dos
tripomastigotas pode-se observar um citoplasma denso com organelas
inchadas e “blebs” de membrana projetando-se do corpo celular e das porgdes
de membrana do flagelo. Em alguns destes “blebs”, puderam ser observadas
rupturas na estrutura da membrana (Fig 14F, G, I, J). Apesar do dano
mitocondrial em ambas as formas morfoldgicas, a integridade da rede de KDNA
do cinetoplasto aparentemente nao foi alterada (Fig. 13F, H, 14 G, I).

O inchago mitocondrial apresentado pelos parasitos tratados através da
MET, fez com que tratdssemos ambas as formas do T. cruzi com veneno de
Cvv por 24 h e os marcassemos com Rh 123 para posterior analise por
citometria de fluxo. As andlises confirmaram os dados observados na
ultraestrutura. Quando epimastigotas e tripomastigotas foram tratados
respectivamente com 0,5 e 0,3 ug/ml de veneno de Cvv por 24 h, e entédo
incubados com Rh 123, foi observado um decréscimo na fluorescéncia,
sugerindo uma interferéncia mediada pelo veneno no potencial préton

eletroquimico da membrana da mitocondria. A reducdo nos valores das
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medianas das fluorescéncias de epimastigotas e tripomastigotas tratados foi
dose-dependente, com valores de IV chegando a -0,76 e -0,34 apds o

tratamento com os respectivos valores de DLsg (Tabela 6).

Tabela 6. Analise por citometria de fluxo do T. cruzi tratado com veneno de

Cvv e marcado com IP e Rh 123

ug/mi Mediana I\v@ IP (%)°
Rh123

Epimastigotas 0 280,0°+ 14,2 0,00 0,03 £ 0,01
0,5 67,3 2,1 -0,76 59,0+ 0,2
1,0 64,6 £ 0,9 -0,77 67,2+1,4
2,0 48,6 £ 1,2 -0,82 89,1+3,3
4,0 45314 -0,84 99,0+0,5
Tripomastigotas 0 50,2+ 3,8 0,00 1,2+0,24
0,15 35,1+0,2 -0,30 19,0+ 3,6
0,3 329+0,7 -0,34 43,2 +£0,7
0,9 245+0,9 -0,51 68,7 £2,5
1,8 176 +£11 -0,65 86,9 + 3,9

Tratamento de epimastigotas e tripomastigotas (clone CL-Brener) com veneno
de Cvv por 1 dia em meio LIT a 28°C e em meio RPMI a 37°C,

respectivamente.

? indice Arbitrario de Variagdo - IV = (MT-MC)/MC, onde MT e MC correspondem as medianas
de fluorescéncia médias de parasitos tratados e controle, respectivamente.
b Porcentagem de células IP-positivas.

° Dados representados pela média + desvio padréo de 3 experimentos independentes.
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Figura 13. Efeito do veneno de Cvv sobre a ultraestrutura de epimastigotas do T. cruzi através

da microscopia de transmissao (A, E-H) e de varredura (B-D). Os parasitos foram tratados com
0,5 pg/ml do veneno de Cvv por 1 dia. A-B: epimastigotas n&o tratados, mostrando um corpo
celular tipico alongado e organelas como nucleo (N), complexo de Golgi (GC) (cabeca de seta
em A), cinetoplasto (k), mitocondria (seta em A) e reservosomos (R); C-D: parasitos tratados
apresentando corpo celular inchado e retorcido (estrela branca); E-H: parasitos tratados com
desorganizagéo interna. O veneno causou um intenso inchago de todo o parasito incluindo
todas as organelas, com perda de componentes citoplasmaticos (E). Foi observada a presencga
de “blebs” projetando-se da membrana do corpo celular (seta em F e H). Alteragdes
morfolégicas também foram observadas na membrana nuclear (cabega de seta em G). (H)
Alguns reservosomos apresentaram-se alterados e também foram detectadas a ocorréncia de

figuras de mielina na mitocondria (estrela). Barras: A, E-G: 300 nm; B-D: 2 um.
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Figura 14. Efeito do veneno de Cvv sobre a ultraestrutura de tripomastigotas do T. cruzi

observados através da microscopia eletrénica de transmissao (A, F-J) e varredura (B-E). Os
parasitos foram tratados com 0,3 pg/ml de veneno por 1 dia. (A, B) Parasitos controle
apresentando morfologia tipica, onde nucleo (N) e cinetoplasto (k) encontram-se com suas
caracteristicas normais. (C-E) Parasitos tratados com corpo celular inchado e retorcido (estrela
branca em C e D), perda da integridade de membrana e lise celular (E e H). As principais
alteracbes na ultraestrutura dos tripomastigotas observadas pela MET foram a contragdo da
membrana nuclear (cabegca de seta no inset e em F), a presenga de areas claras no
citoplasma, projegéao de “blebs” do corpo celular (seta em G) e da membrana do flagelo (setas
em F e I), e a presenca de organelas inchadas (G). (J) Note uma mitocdndria apresentando

inchago (estrela preta). Barras: A, F-J: 300 nm; B-E: 2 um.
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4. Desafio de formas tripomastigotas pelo veneno de Cvv
previamente inibido com p-bromofenacil brometo (pBPB).

As alteragdes morfolégicas observadas na membrana citoplasmatica e
nas organelas dos parasitos tratados nos sugestionou a considerar que estas
poderiam ser o0 alvo ou um dos alvos iniciais de agao do veneno de Cvv. Desta
forma, para avaliar a atividade da fosfolipase A; (PLA;) presente no veneno
bruto, foi realizado o ensaio turbidimétrico adaptado de MARINETTI (1965).

Atividade significativa foi observada no veneno bruto de Cvv nas
diferentes concentragdes utilizadas ao longo destes ensaios. A absorbancia do
substrato especifico foi reduzida em quase a metade apés a adicao de 0,1- 19
ug/ ml do veneno de Cvv (Fig. 15A). A atividade catalitica da PLA; presente em
0,3 ug/ml de veneno foi inibida em mais de 60% na presenca de p-BPB 500
uM, inibidor especifico desta enzima (Fig. 15B). O p-BPB também mostrou
efeito inibitério sobre a atividade litica do veneno de Cvv sobre as formas
tripomastigotas (clone CL-Brener). Parasitos incubados por 24 h na presenga
de 0,15, 0,3 e 0,6 ug/ml de veneno apresentaram 30, 52 e 80% de lise,
respectivamente. Quando estes parasitos foram incubados com veneno
previamente inibido com 500 uM de p-BPB, a razdo de lise ficou entre 12-57%
(Fig. 15C). Assim, a atividade de PLA, presente no veneno bruto, como
determinado pela inibigao pelo p-BPB, pode estar envolvida nao apenas na lise
do parasito mas também em outros efeitos observados através da microscopia

eletrbnica.
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Figura 15. Atividade da fosfolipase A, no veneno bruto de Cvv e sua inibigdo pelo para-
Bromo-Fenacil Brometo (pBPB). (A) Curva da atividade fosfolipasica do veneno de Cvv
(0,05-10 ug/ml) na presenca de substrato especifico. A atividade enzimatica foi medida 30 min
apos a adigado de 0,05-10 ug/ml de veneno a solugao de substrato. (B) Efeito do pBPB (100-
500 uM) sobre a atividade fosfolipasica do veneno de Cvv (0,3 ug/ml). Dados estao expressos
como médias + desvio padrdo (n=5). (C) Avaliagao da atividade litica do veneno previamente
inibido pelo p-BPB sobre formas tripomastigotas (clone CL-Brener). Os parasitos foram
incubados por 1 dia em meio RPMI na presenca de 0,15, 0,3 e 0,6 ug/ml de veneno de Cvv
normal ou incubado com p-BPB (500 uM). Foram usados os seguintes controles: (i) parasitos
incubados em meio RPMI suplementado com SFB 10% (parasitos + RPMI); (ii) parasitos
incubados em meio RPMI contendo DMSO na mesma diluicdo presente nas solugdes finais de
p-BPB (parasitos + DMSO); (iii) parasitos incubados em meio RPMI com p-BPB 500 puM
(parasitos + p-BPB).
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6. Avaliagao citotéxica do veneno bruto de Cvv sobre células LLC-

MK

Um importante aspecto da quimioterapia de doencas causadas por
parasitos intracelulares é se a droga é capaz de acessar o citoplasma das
células hospedeiras e interferir com o crescimento e diferenciacdo das formas
intracelulares. Contudo, é possivel que a droga afete diretamente a célula
hospedeira, interferindo com a determinagao de tais resultados. Desta forma,
foram realizados ensaios visando estabelecer uma faixa de concentracdo do
veneno bruto de Cvv passivel de ser usada em posteriores ensaios de
atividade sobre células hospedeiras infectadas.

Células LLC-MK; foram submetidas ao tratamento com 0,001- 1 mg/ml
de veneno de Cvv bruto por até 120 h, e processadas para analise sob a
microscopia de luz e eletrbnica de transmissao (Fig. 16). A quantificacdo da
proliferacao celular foi feita dia-a-dia a partir de células coradas com Giemsa e
analisadas pela microscopia de luz (Fig. 16A). Lise, inibicdo de crescimento e
alteragdes estruturais foram detectadas apenas na concentragdo de 1 mg/ml ja
nas primeiras 24 h de tratamento (Fig. 16A, C), onde as células apresentavam
arredondamento da forma, perda de adesdao e intensa vacuolizagédo
citoplasmatica (Fig. 16C). A faixa de concentracdo 0,001- 0,1 mg/ ml néo
ocasionou diferengas significativas na proliferagdo das células tratadas em
relacdo as controle (Fig. 16A) e nem alteragdes morfolégicas nos diferentes
intervalos de tempo (Figs. 16B, D). Esta faixa de concentracao testada € muito
maior que as utilizadas nos ensaios sobre amastigotas intracelulares (Tabela
5).
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Figura 16. Avaliagao da toxicidade do veneno bruto de Cvv sobre células LLC-MK; por
até 120h. (A) Curva de crescimento das células LLC-MK; na presenga de 0,001-1 mg/ ml por
até 120 h de tratamento. As culturas foram mantidas em meio RPMI suplementado com SFB
2% a 37°C. Note que apenas a concentragdo de 1 mg/ml se mostrou toxica as células,
havendo total perda de adesdo das culturas apds 72 h de tratamento. (B). Sequéncia de
imagens que mostram células tratadas com 0,1 mg/ml de veneno de Cvv em diferentes
intervalos de tempo e que nao apresentam diferencas morfologicas entre si. (C). Células
tratadas na concentragdo de 1 mg/ml apresentando caracteristicas morfologicas indicativas de
toxicidade, como vacuolizagéo citoplasmatica e arredondamento da forma. (D). Ultraestrutura
tipica de célula LLC-MK; tratada por 72 h com 0,1 mg/ml do veneno de Cvv, confirmando a ndo

toxicidade desta concentragéo para as células hospedeiras. Barras: B-C: 50 um; D: 300 nm.
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7. Avaliacao da atividade do veneno bruto de Cvv sobre células LLC-
MK infectadas com T. cruzi.

A observacdo de células LLC-MK; infectadas e né&o tratadas através da
microscopia de luz demonstrou um aumento progressivo na quantidade de
amastigotas intracelulares nos diferentes dias dos experimentos (Tabela 7 e
Fig. 17C).

Culturas de células LLC-MK; infectadas com parasitos do clone CL-
Brener, e posteriormente tratadas com diferentes doses do veneno de Cvyv,
mostraram um significativo decréscimo no n° de parasitos por célula infetada
(Fig. 17A) e no n° de parasitos por 100 células (Fig. 17B), quando comparadas
as culturas nao tratadas. Células infectadas incubadas por 72 h na presenca de
37,5 ng/ml do veneno de Cvv apresentaram reducéo de cerca de 76 e 94% no
n° de parasitos por célula infetada e no n° de parasitos por 100 células,
respectivamente (Fig. 17C, D). A incubacado de células infectadas com 150
ng/ml do veneno ndo apenas inibiu significativamente o crescimento intracelular
apoés 72 h de tratamento, como também causou um consideravel decréscimo
no n° de parasitos por célula infectada (Fig. 17A).

A analise da ultraestrutura dos amastigotas intracelulares apds 48 h de
tratamento mostrou diferengas significativas na estrutura da célula, quando
comparadas as do controle. As células apresentaram vacuolos inchados e lise
da membrana celular (Fig. 17E, F).

Um grande n° de parasitos livres foi observado apenas no sobrenadante
de culturas de células LLC-MK; infectadas e tratadas com concentragdes
menores que 250 ng/ml (Fig. 17D) apds 48 h de tratamento. As formas
morfolégicas observadas consistiam de amastigotas, formas intermediarias e
tripomastigotas diferenciados na presencga do veneno (TDVs). A marcacao dos
TDVs com o azul de Tripan indicou que 89% destes eram de formas néao
viaveis, e a andlise ultraestrutural (Fig 18) mostrou que estes parasitos
apresentavam intenso inchago das diferentes organelas e grande
desorganizacgao interna (Fig. 18B), mitocéndrias alteradas (Fig. 18B-C) e perda

de conteudo nuclear (Fig. 18C).
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Figura 17: Células LLC-MK; infectadas e tratadas com o veneno de Cvv. Microscopia de luz
(C-D) e eletronica de transmissédo (E-F). (A-B) A infeccdo das células LLC-MK; foi quase
abolida apés o tratamento com 150 ng/ml do veneno por 4 dias. Um baixo nivel de infecgao
também foi mantido com 37,5 e 75 ng/ml do veneno no mesmo periodo. (C, E) Células nao
tratadas apos 72 h de infecgdo evidenciando as altas taxas de infecgdo, com a presenca de
muitos amastigotas intracelulares (cabecas de setas). Pela MET, os parasitos intracelulares
com tipica morfologia do nucleo (N), cinetoplasto (k) e flagelo (F). (D) Células tratadas com
37,5 ng/ml por 48 h apresentaram um baixo nivel de infecgdo, com poucos amastigotas
intracelulares (cabecas de setas). As células LLC-MK, ndo apresentaram alteragdes
morfoloégicas nos 4 dias de tratamento. (F) Os amastigotas intracelulares apés 48 h de
tratamento com 37,5 ng/ml de veneno apresentaram um intenso inchago dos compartimentos
citoplasmaticos (estrela preta), com ruptura da membrana celular. Barras: C-D: 20 um; E-F: 1
um.

Considerando a possibilidade que até mesmo 10% de parasitos viaveis
serem capazes de perpetuar uma infecgdo, os TDVs (clone CL-Brener) foram
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submetidos a uma nova infecgdo na auséncia do veneno. O isolamento dos
TDVs viaveis e tripomastigotas controle foi feito a partir de uma centrifugagéo
moderada do meio de cultura, seguida da incubagédo a 37°C para que as
formas viaveis e moéveis deixassem o “pellet’” e enriquecessem o sobrenadante,
de onde eles foram novamente isolados por nova centrifugacéao.

Houve uma reducédo progressiva de 63-92% no n° de células infectadas
no periodo de 48-144 h pos-infecgdo das células LLC-MK; (Tabela 7). O n° de
amastigotas por 100 células também teve uma reducgdo significativa neste
mesmo periodo. Apos 48 h de infecgdo, 15 amastigotas diferenciados a partir
da infeccdo por TDVs foram observados por 100 células LLC-MK;, o que
representa uma reducdo de cerca de 74% em relacdo ao n° de parasitos
intracelulares observados em células infectadas com tripomastigotas controle.

Apds 144h de infecgao, foi observada uma reducgéo de 96% (Tabela 7).

Tabela 7. Evolugdo da proliferagdo de amastigotas intracelulares derivados
da infecgao de células LLC-MK; por TDVs.

Horas poés- Controle TDV % reducgao Controle TDV % redugao
infeccao o o o o
% de % de N de N" de
células células amas/100 amas/100

infectadas  infectadas céls céls
48 275+32* 9705 63,0+20 584+201 152+25 74043
72 294+4.8 9,7+0,8 67,1+29 718+251 145+23 797372
96 328+94 44 +17 86,5+53 842+323 64+20 92423
120 424+158 37+04 912+1,1 106,8+94 59+0,2 944+0,2
144 439+170 35+0,3 92.0+0,7 1147+85 44+06 96,1+05

*Média + desvio padrao. Todos os ensaios foram feitos em triplicata e em 3 experimentos

independentes.
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Figura 18. Ultraestrutura dos TDVs. A analise
através da MET dos TDVs obtidos do
" sobrenadante de células LLC-MK, tratadas
com o veneno de Cvv (B-C) mostrou um
grande desorganizagao interna, com muitas
organelas inchadas (estrela em B); alteragbes
na organizagcao da cromatina e a perda de
conteudo  nuclear, assim como O
citoplasmatico (C); inchago mitocondrial e
perda de conteudo da matriz, em comparagao
ao tripomastigota controle (A). Nucleo (N),
mitocondria (M) Complexo de Golgi (CG),
cinetoplasto (k) e bolsa flgelar (BF). Barras:

0,3 um.
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8. Caracterizacao bioquimica do veneno de Cvv

No total, foram realizadas 26 corridas cromatograficas em coluna analitica
de fase reversa C8 em cromatografo de alta resolu¢cdo (RP-HPLC), com
gradientes de eluicdo distintos, visando uma melhor purificagdo dos
componentes do veneno de Cvv bruto. Todas as amostras eluidas foram
previamente concentradas para remogao do tampao organico, ressuspendidas
em agua destilada estéril e entdo submetidas aos ensaios de atividade.

A primeira corrida cromatografica foi realizada em um fluxo de 0,7 ml/ min
e gerou um total de 60 fragdes eluidas, agrupadas segundo o perfil do
cromatograma gerado (Fig. 19). Um total de cinco fragcbes foi gerado para os
ensaios de atividade sobre as forma tripomastigotas do T. cruzi: Fracdo 1
(tubos 4 e 5); fracédo 2 (tubos 18 a 20); fragdo 3 (tubo 21 a 24); fracao 4 (tubos
25 a 27); e fragado 5 (tubos 28 a 32).

2500
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Figura 19: 12 corrida cromatografica do veneno de Cvv em coluna C8 por RP-HPLC, que resultou

em 5 fragdes para ensaios de atividade sobre tripomastigotas.

Destas 5 fracbes, apenas a fragdo 1, correspondente ao primeiro pico
(tubos 4 e 5) ndo apresentou atividade (apenas 6,9 + 3,7 % de atividade na
maxima dose testada) e nem diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle

(p= 0,2482). Todos os ensaios realizados apods esta primeira separagéo
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cromatografica foram feitos com as concentragdes de 0,3, 0,6, 1,2 e 2,4 ug/ ml.
A fracao 5 foi a que se mostrou mais ativa, chegando a 100% de lise apés 24 h
de tratamento com 2,4 ug/ ml (Fig. 20), apresentando um DLsy de 0,48 + 0,01
ug/ ml. As demais fragbes apresentaram, em ordem crescente de concentragao
de DLsp, de 0,57 £ 0,19 (fragéo 2), 0,75 = 0,58 (fracédo 4) e 1,33 £ 0,64 (fracéo
3) nug/ ml. Apesar dos diferentes valores de DLsy e porcentuais de lise
apresentados pelas fragdes 2-5, apenas as de n° 3 e 5 apresentaram diferenca
estatistica significativa entre si (p<0,05), as demais fragdes apresentaram

diferencas apenas em relagéo ao grupo controle (p<0,05).

Fragao 2 Fragao3
@50 @50
R R
0 | | 0 1 1 1
0,0 0,6 1,2 1,8 24 0,0 0,6 1,2 1.8 24
(ng/ mL) (ng/ mL)
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%0 ; %0
" / " /
Q0 : : : Q0 :

0,0 0,6 1,2 1.8 24 0,0 0,6 1,2 1.8 24
(ng/ mL) (ng/ mL)

Figura 20: Atividade de lise das fragdes 2-5 obtidas a partir da primeria corrida
cromatografica, onde a fragcdo n° 5 apresentou a menor concentragao necessaria para lisar os
tripomastigotas apds 24 h de tratamento. Houve diferenga significativa apenas entre as

fracbes 3 e 5 (p<0,05).

Em fungdo dos dados obtidos com o primeiro fracionamento, foi
executada uma segunda corrida cromatografica, também realizada em um fluxo
de 0,7 ml/ min e que gerou um total de 50 fragdes eluidas e agrupadas
segundo o perfil do cromatograma gerado (Fig. 21).

Foram geradas um total de 3 fragbes para avaliagdo da atividade:
Fracdo 1 (apenas o tubo 17), fragdo 2 (tubos 18 a 21) e fragcdo 3 (tubos 22 a
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26). Destas, a fracdo 1 apresentou uma incipiente atividade de cerca de 12 +
8,8 % de lise apods tratamento com 2,4 ug/ ml por 24 h de incubagao, mas que,
no entanto, difere estatisticamente em relagao ao grupo controle (p= 0,0209). O
tratamento com as fragdes 2 e 3 chegou a 100% de lise com a mesma dose e o
mesmo periodo, com valores de DLsy de 0,54 + 0,13 e 0,40 £ 0,02 pg/ ml,
respectivamente (Fig. 22). O tratamento com estas duas fragbes nao
apresentou diferenga estatistica significativa entre elas em relagcédo ao

porcentual de lise, apenas em relagcdo ao grupo de parasitos nao tratados
(p<0,05).
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Figura 21: Cromatograma referente ao segundo fracionamento do veneno de Cvv por RP-
HPLC, onde foram testadas 3 fragOes totais referentes aos “vials” 17 a 26.
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Figura 22: Atividade de lise das fragbes 2 e 3 obtidas apés o segundo fracionamento do

veneno de Cvv. Nao houve diferenga significativa entre o tratamento com ambas as fragdes
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(p=0,7728), apenas com relagédo ao controle (p<0,05).

Buscando uma melhor separacdo dos picos apresentados nos
cromatogramas e consequentemente, dos componentes do veneno de Cvv, o
gradiente de corrida do tampao B (TFA 0,1% em acetonitrila) em fungdo do
tempo foi novamente alterado. Desta cromatografia foram geradas 60 fragcbes
que foram testadas isoladamente, n&o havendo, portanto, nenhum
agrupamento como nas duas separagdes ocorridas anteriormente (Fig. 23). A

corrida cromatografica foi realizada em um fluxo de 1 ml/ min.
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Figura 23: Cromatograma referente ao terceiro fracionamento do veneno de Cvv, onde pode

ser observada uma melhor separagao dos picos.

Como nos ensaios anteriores, as concentracbes de DLs; que
apresentaram atividades tripanocidas se iniciaram em 0,48 ug/ ml, e as fragdes
testadas eram compostas de picos cromatograficos agrupados, ou seja, sem
isolados puros, o processo de avaliagdo de atividade de todas as 60 fragdes foi
otimizado pela faixa de concentragao de 0,6 a 4,8 ug/ ml de cada fragao.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e foram detectadas oito
fragbes (as de n° 21, 23, 32, 34, 35, 36, 37 e 42) com atividade tripanocida.

Destas, as que se mostraram mais ativas apds 24 h de tratamento foram as de
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n°® 21 (DLsp de 0,5 £ 0,13 ug/ ml) e 35 (DLsp de 0,55 £ 0,09 ug/ ml), cujos
porcentuais de lise atingiram 99,4 £ 0,6 e 98,6 + 1,3 % com a concentragao de
4,8 ug/ ml (Fig. 24). As fragbes 23 e 34 apresentaram os mesmos valores de
DLsp (0,65 pg/ ml) e atividades liticas muito similares (Fig. 24) onde os valores
maximos atingidos foram de 95,43 + 1,5 € 96,5 £ 1,1 %, respectivamente.

Em ordem crescente de DLsp, as fracbes 36 e 37 apresentaram valores
de concentragao para lise de 50% dos parasitos de 0,8 + 0,12 e 0,88 + 0,09 ng/
ml, seguidas pelas fragbes 32 e 42, as quais ambas apresentaram a
concentragéo de 0,95 £ 0,23 ug/ ml. Estas duas ultimas e a fragdo 36 foram as
que exibiram menor porcentual de lise sob o tratamento com a maxima
concentragao, atingindo 92,6 + 1,7, 85,3 £ 3,3 e 91,7 £ 0,9 %, respectivamente
(Fig. 24). Apesar das diferengcas entre os valores porcentuais de lise de
tripomastigotas e de DLsp, apresentados por cada uma dessas oito fragcdes, nao
houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com as fragdes 23
e 34 com relagdo as demais fragbes e entre as mesmas (p>0.05); para estas
duas fragbes, houve diferenga estatistica apenas em relagdo ao grupo dos
parasitos ndo tratados (p<0,05). O tratamento com a fracdo 21 diferiu
estatisticamente (p<0,05) com relag&o ao tratamento realizado com as fragbes
de n° 32, 36 e 42; e os porcentuais de lise apresentados pela fracdo 35
diferiram estatisticamente com relacdo aos obtidos pelas fragdes de n° 32, 36 e
42.
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Figura 24: Porcentual de lise apresentada pelas 8 fragbes que exibiram atividade tripanocida
apos 24 h de tratamento nas concentragées de 0,6 a 4,8 ug/ml. Apenas n&do houve diferenca

significativa entre os tratamentos das fracbes 23 e 34 com relagdo as demais fragbes e entre si
(p>0,05).

A partir dos dados quantitativos apresentados, o grau de pureza destas
oito fragcdes foi determinado a partir do perfil eletroforético das mesmas por
SDS-PAGE. As fragbes 21, 23 (Fig. 25A) e 32 (Fig. 25B) apresentaram-se
aparentemente como bandas unicas e com pesos moleculares aproximados de
10,9, 10,5 e 24,1 KDa, respectivamente.

As fragbes 34, 35, 36 e 37 (Fig. 25B) e a de n° 42 (Fig. 25A) revelaram-
se compostas de por¢des ndo completamente fracionadas do veneno de Cvv.
Todas elas apresentaram-se como misturas compostas majoritariamente de
proteinas de alto peso molecular, que variavam entre 35 e 91 kDa. No entanto,
as fragbes 34, 35 e 37, ainda apresentaram bandas de menor massa, de 14 a
16 kDa, aproximadamente. Algumas destas, poderiam equivaler a fosfolipase
A, (PLAz) de 14 kDa, descrita por OWNBY, COLBERG & WHITE, (1997) neste

veneno.
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Figura 25: SDS-PAGE das oito
fracbes que exibiram atividade
tripanocida. (A) As fragbes 21 e
23 se apresentaram como bandas
Unicas de aproximadamente 10,9
e 10,5 kDa, respectivamente. (B)
As fragcbes 34 a 37 apresentaram-
se compostas de proteinas de
diversos pesos moleculares, bem
como a fragao 42. (C) A fragéo 32
também apresentou-se como
fragmento Unico, com peso
molecular aproximado de 24,1
kDa. P.M. refere-se ao padréo de

peso molecular aplicado no gel.

A quantidade per se de diferentes proteinas presentes nas fragdes 34 a

37 poderiam justificar as altas razdes de lise, principalmente da fragao 35 que,

pela anadlise em SDS-PAGE, é a que mais apresenta componentes protéicos.

Porém, as fragdes 21, 23 e 32 também apresentaram alta capacidade

tripanocida e, pelo mesmo tipo de analise, apresentaram-se como isolados

puros. Somado a isso, ainda tem o fato de que a fragédo 21 foi, juntamente com

a fracéo 35, a de menor valor de DLsy apds 24 h de tratamento, e a de maior

porcentual de lise na concentracao de 4,8 ug/ml. Da mesma forma, a fragao 42,

apesar de sua multipla composicao de proteinas distintas, foi a que apresentou

o0 maior DLsp e também o menor porcentual de lise na maior dose.
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Visando entdo caracterizar as fragdes aparentemente ja purificadas,
foram realizadas novas corridas eletroforéticas buscando a caracterizagcao das
bandas apresentadas pela espectrometria de massas. No entanto, em um
primeiro momento, isso so6 foi possivel com a fragao 32. Esta foi entdo aplicada
no gel na presenga ou nao de agente redutor (B-mercaptoetanol). Formaram-se
dois fragmentos de banda de aproximadamente 24 kDa (sob condi¢des
redutoras) e 28 kDa (na auséncia do redutor). Ambas as bandas foram
recortadas e submetidas a tripsinizagéo triptica in gel para caracterizagao pela
espectrometria de massas.

Os espectros MS/MS foram analisados através do algoritmo do programa
MASCOT, e o banco de dados utilizado foi o NCBIl. Como as amostras foram
reduzidas e alquiladas, ou seja, as ligagdes dissulfeto dos residuos cisteina
foram rompidas e establilizadas com a inser¢gdo de um grupamento alquil pela
iodoacetamida, selecionou-se a carbamidometil (C) como modificagdo fixa.
Cada espectro foi analisado separadamente e o resultado foi apresentado com
base na somatoria da pontuagdo gerada. As sequéncias obtidas de ambas as
bandas digeridas do gel identificaram uma extensa homologia (p<0,05) com a
proteina catrina, pertencente ao grupo de proteinas secretadas ricas em
residuos cisteina (CRIiSP) isolada de Crotalus atrox (YAMAZAKI, HYODO &
MORITA, 2003).

Na amostra enzimaticamente digerida referente a banda retida na
presenca de agente redutor (Fig. 26), as sequéncias obtidas apresentaram
homologia no inicio da sequéncia (destacada em negrito). Na amostra
enzimaticamente digerida referente a banda isolada na auséncia de agente
redutor (Fig. 27), as sequéncias obtidas apresentaram homologia no inicio e no
final da sequéncia (destacadas em negrito), com uma cobertura de 23% de
peptideos idénticos. Os dados apresentados indicam que a proteina de Cvv
tripsinizada e analisada pelo Q-Tof apresenta uma massa de 27541 e pl de
8,42, pela alta homologia com proteina Catrina, e portanto, por hora, a

chamaremos de “catrina-like”.
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KSGPPCGDCP  SACDNGLCTN 201 PCTKEDKYTN CKSLVQQAGC

QDKQMQSDCP AICFCQNKII

Figura 26: Grafico gerado pelo programa MASCOT e andlise das sequéncias da proteina de
Cvv isolada na presenga de B-mercaptoetanol, tripsinizada e analisada pelo Q-Tof, mostrando

uma cobertura de 13% de peptideos idénticos (em negrito), no inicio da sequéncia.
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TASNMLKMEW YPEAAANAER WAYRCIESHS PRDSRVLGGI KCGENIYMSP
101 VPIKWTEIIH  AWHGENKNFK  YGIGAVPPNA  VTGHFSQVVW
YKSYRIGCAA 151 AYCPSSKYSY FYVCQYCPAG NIIGKTATPY
KSGPPCGDCP SACDNGLCTN 201 PCTKEDKYTN CKSLVQQAGC
QDKQMQSDCP AICFCQNKII

Figura 27: Grafico gerado pelo programa MASCOT e andlise das sequéncias da proteina de
Cvv isolada na auséncia de pB-mercaptoetanol, tripsinizada e analisada pelo Q-Tof, mostrando

uma cobertura de 23% de peptideos idénticos (em negrito), no inicio e no término da
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sequéncia, onde p = 51 indica extensiva homologia.

Fazendo uma analise da sequéncia obtida pela proteina ndo reduzida
pelo programa BLAST do NCBI, a proteina de Cvv isolada apresentou uma
homologia de 100% a diversas proteinas pertencentes a superfamilia CRiSP,
em especial as isoladas de venenos de serpentes, e homologia maior que 90%

com diversas outras proteinas pertencentes a esta familia (tabela 8).

Tabela 8: Analise de similaridade da sequéncia peptidica primaria gerada por MS/MS (Q-

tof) gerada a partir da amostra isolada na auséncia de agente redutor.

Proteina Registro N° de Espécie Homologia
residuos (%)
Catrina 1/2 Q72T99.1 240 AA C. atrox 100
Psicovirina Q7ZTAO.1 240 AA Agkistrodon p. piscivorus 100
Natrina-1 Q7T1K6.1 239 AA Naja atra 100
Triflina Q8J139.1 240 AA Trimeresurus flavoviridis 100
Ofanina Q7ZT98.1 239 AA Ophiophagus hannah 100
Tigrina Q8JGTI9 237 AA Rhabdophis t. tigrinus 100
Latisemina Q8J138 238 AA Laticauda semifasciata 100

A partir da purificacdo deste componente protéico ainda ndo descrito do
veneno de Cvv, novos ensaios foram realizados buscando a caracterizagao
bioquimica do mesmo, a determinagdo de sua atividade sobre células
musculares isoladas e principalmente, sobre o T. cruzi.

Inicialmente, foram realizadas um total de 13 cromatografias por HPLC
para a obtencao dos tubos 23 e 24, onde a proteina foi eluida do veneno bruto
de Cvv (Fig. 28A). Estes foram entdo submetidos a novas etapas de separacao
cromatografica, e a proteina foi eluida como fragdo unica e livre de impurezas
no tubo 51 (Fig. 28B). O grau de pureza da amostra foi confirmado por SDS-
PAGE (Fig. 28C) e pela analise dos espectros gerados pelo MALDI-TOF (Fig.

28C). As analises indicaram que a massa da proteina intacta é de 24.893 Da.
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Figura 28: A. Cromatograma exibindo a primeira etapa de separagédo do veneno bruto de Cvv
onde a proteina “catrina-like” foi eluida entre os tubos 23 e 24. B. HPLC do tubo 24 obtido da
primeira etapa de purificagdo do veneno de Cvv, onde a regido de eluigdo da proteina “catrina-
like” isolada do veneno de Cvv se concentrou no tubo 51. C. Espectro MS/MS mostrando o pico
referente a proteina intacta purificada com m/z de 24.893,64 Da, e os picos de 12.424,36 e
12.477, 62 referem-se as formas catidnicas de carga +2. SDS-PAGE mostrando a proteina
“catrina-like”, aparentemente pura, isolada do veneno de Cvv, com massa relativa de 23,6 kDa,
sob condi¢des redutoras (seta e detalhe em vermelho).



A banda unica do gel foi novamente excisada e enzimaticamente
digerida para nova analise pelo Q-TOF, para confirmacdo de que a proteina
purificada correspondia a proteina “catrina-like” primeiramente identificada
como um dos componentes do veneno de Cvv com atividade tripanocida (Fig.
29).
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51 TASNMLKMEW YPEAAANAER WAYRCIESHS PRDSRVLGGI
KCGENIYMSP 101 VPIKWTEIIH  AWHGENKNFK  YGIGAVPPNA
VTGHFSQVVW  YKSYRIGCAA 151 AYCPSSKYSY FYVCQYCPAG
NIIGKTATPY KSGPPCGDCP SACDNGLCTN 201 PCTKEDKYTN
CKSLVQQAGC QDKQMQSDCP AICFCQNKII

Figura 29: Grafico gerado pelo programa MASCOT e analise das sequéncias mostrando uma
cobertura de 23% de peptideos idénticos (em negrito), no inicio da sequéncia e no término da

sequéncia, onde p = 51 indica extensiva homologia.

9. Atividade bioloégica da proteina “catrina-like” sobre formas
tripomastigotas do T. cruzi e sobre células musculares isoladas de
camundongos.

A partir da confirmagdo da pureza da proteina e da igualdade de
resultados da digestdo enzimatica das bandas de SDS-PAGE, foram realizados
novos ensaios de atividade sobre formas tripomastigotas (clone CL-Brener) do
T. cruzi. Estes foram incubados com as concentragdes 0,6, 1,2, 2,4 e 4,8 ug/
ml, a 37°C por 24 h, e o efeito litico quantificado em camara de Neubauer. A

analise confirmou a atividade tripanocida da amostra, com um valor de DLsy de
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0,93 + 0,06 png/ ml (Fig. 30), e uma reducéo de 36,2 £ 4,5% a 88,1 £ 1,7% no n°
de parasitos ap6s as 24h de tratamento.

Formas tripomastigotas do clone CL-Brener foram tratadas ou nao
(controle) com 0,93 ug/ ml por 1, 2 e 24 h com a proteina pura, foram

processadas e analisadas pela MET (Fig. 31-35).
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Figura 30: Atividade de lise da fragcao referente a proteina purificada “catrina-like” do veneno

de Cvv sobre as formas tripomastigotas do T. cruzi.

Os parasitos nao tratados (Fig. 31) exibiram a ultraestrutura
caracteristica de formas tripomastigotas, como corpo celular alongado, DNA
mitocondrial (cinetoplasto) (Figs. 31 A, B) caracteristico, mitocondria (Figs. 31
A, B), bolsa flagelar (Figs. 31 A, B), complexo de Golgi (Fig. 31C, inset) e
nucleo (Fig. 31C).

Desde a primeira hora de tratamento (Fig. 32), os parasitos
apresentaram diversas alteracbes morfologicas, principalmente na membrana
plasmatica e em organelas relacionadas a lisosomos. Os parasitos tratados
apresentaram diversos tipos de proje¢cdes das membranas, como “blebs” de
diferentes tamanhos e formas (Figs. 32 A-C, E-G, I, L-M) com, em alguns
casos, aparente rompimento da membrana e extravasamento do conteudo
citoplasmatico (Fig. 32L). As proje¢des se concentraram principalmente na
regidao anterior do corpo celular dos parasitos, proximas a regiao do flagelo e
bolsa flagelar, e também nas membranas do proprio flagelo. Em organelas

relacionadas a lisosomos, as alteragdes observadas foram a presenca de
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figuras de mielina (Fig. 32D) e inchacgo destas estruturas (Fig. 32 A, D-F, H, J,
M), muitas vezes com formagdo de grupamentos de estruturas arredondadas
delimitadas por membrana (Figs. 32 A, D, H, J). As organelas relacionadas a
lisosomos, em formas tripomastigotas, foram caracterizadas como sendo
compartimentos citoplasmaticos delimitados por uma unidade uUnica de
membrana, com lumen levemente eletrondenso e com inclusdes
eletronluscentes, sendo que algumas destas organelas também apresentam
formagdes de membrana no interior do lumen de natureza ou fungéo ainda nao
caracterizada (SANT'ANNA et al., 2008). Estas formagdes intralumenares
ficaram muito evidentes em alguns dos parasitos tratados (Figs. 32 A, M),
indicando uma provavel agao desta proteina sobre estas estruturas. Nao foram
observadas alteragcdes em estruturas como mitocdndria e nucleo.

Em células tratadas por 2h (Fig. 33) e 24h (Fig. 34), as mesmas
alteragdes observadas nas membranas plasmaticas (Figs. 33 C-E, G-M; 34 A-
E) e nas organelas relacionadas a lisosomos (Figs. 33 B, E, F; 34 D, H, I)
repetiram-se intensamente. Além destas, as mitocOndrias também se
apresentaram, em alguns casos, inchadas e com alargamento das cristas
(Figs. 33 A, C, D, F, N; 34 F, G). Também foram notadas alteragcdes nucleares,
como um espagamento dos folhetos das membranas que compdem a carioteca
(Figs. 33 A, D; 34F), e a ocorréncia de forte heterocromatinizagao (Figs. 33 A,
D; 34 F, G), com até uma forte picnose da cromatina (Fig. 33G). Com 24h
também foi ocasionalmente observada a presenga de formagdes de
membranas concéntricas na regido da eucromatina (Fig. 34F). Apds este
periodo, muitos parasitos encontravam-se completamente lisados, com um
marcado extravasamento citoplasmatico, e muitos restos celulares de parasitos
mortos foram observados nas segdes ultrafinas (ndo mostrado). Nao foi
observada qualquer tipo de alteracdo na estrutura dos microtubulos
subpeliculares durante os diferentes periodos de tratamento. Além destas
alteragdes, por vezes foi observada uma aparente separagao das cisternas do
complexo de Golgi (Figs. 33C e 35C), mas que nao foram observadas com
frequéncia, ndo podendo ser considerada como uma das alteracbes mais
significativas observadas nos parasitos tratados. Em contrapartida, alguns dos
parasitos tratados nos diferentes intervalos de tempo também apresentaram

alteragdes na forma tipica do cinetoplasto (Fig. 35). As alteragdes mais
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observadas foram uma desorganizacdo da tipica rede do DNA, com uma
aparente separagao destas estruturas (Figs. 35 C, G, H), por vezes formando
espacos vazios em algumas regides (Figs. 35 A, B, D, H) e de estruturas
condensadas (Fig. 35 E, F). Também foi observado um aparente
extravasamento de organelas relacionadas a lisosomos no cinetoplasto de

alguns parasitos tratados (Fig. 35G).
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Figura 31: Formas tripomastigotas (clone CL-Brener) do T. cruzi ndo tratadas com a proteina
“catrina-like” exibindo morfologia tipica, como corpo alongado, mitocdndria (m), cinetoplasto (k),
flagelo (f), bolsa flagelar (BF), nucleo (N) e complexo de Golgi (inset). Barras:1 um; inset: 0,5

um.
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Figura 32: Tripomastigotas tratados por 1h com 0,93 pug/ml da proteina “catrina-like”. Os
parasitos apresentaram diversos tipos e tamanhos de projegcbes da membrana plasmatica
(setas), incluindo rompimento e extravasamento de conteudo citoplasmatico (seta fina em L).
As organelas relacionadas a lisosomos também apresentaram inchago (astericos), a formagao
de estruturas arredondadas delimitadas por membrana (estrelas), e a presenga de figuras de
mielina (cabeca de seta em D). f: flagelo; BF: bolsa flagelar; CG: complexo de Golgi; k:
cinetoplasto; m: mitocdndria; N: nucleo. Barras: C, H, J, M: 1 um; demais figuras: 0,5 pm.
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Figura 33: Tripomastigotas tratados por 2h com 0,93 ug/ml da proteina “catrina-like”. Os
parasitos apresentaram diferentes morfologias de “blebs” na membrana plasmatica (setas em
C-E e G-M), incluindo uma dilatagdo da membrana do flagelo (setas finas em D). As organelas
relacionadas a lisosomos também apresentaram inchago (asteriscos em B, E, F). Em B, ha a
formagao de estruturas arredondadas delimitadas por membrana (estrela preta). A mitocéndria
(m) se apresentou inchada, com um aparente alargamento das cristas (setas grossas em A, C,
F, N). A membrana nuclear apresentou discretas dilatagdes (cabecas de seta em A e D), e a
cromatina excessivamente condensada na periferia dos nucleos (N) e até picnotica (estrela
branca em G). Em (C) também pode ser vista a presenga de um grande vacuolo (v) no
citoplasma do parasito. f: flagelo; BF: bolsa flagelar; CG: complexo de Golgi; k: cinetoplasto.
Barras: A, F: 1 um; L: 0,2 um; demais figuras: 0,5 um.

83



Figura 34: Tripomastigotas tratados por 24h com 0,93 pg/ml da proteina “catrina-like”. A
membrana plasmatica dos parasitos também apresentou diferentes projecdes (setas em A, B,
C), com rompimento e extravasamento de conteddo citoplasmatico (seta fina em D). As
organelas relacionadas a lisosomos também apresentaram inchago (asteriscos em H, I). As
mitocdndrias (m) se apresentaram inchadas, com um aparente alargamento das cristas (setas
grossas em F, G). O nucleo (N) apresentou uma discreta dilatagdo nas suas membranas
(cabega de seta em F), com a heterocromatina excessivamente condensada na periferia (F, G),
e a formacéo de unidades de membrana concéntricas na regido da eucromatina (seta fina em
F). C: O complexo de Golgi (CG) apresentou uma dilatagéo entre algumas de suas cisternas. f:
flagelo; BF: bolsa flagelar; k: cinetoplasto. Barras: A-E: 500 nm; F-I: 1 um.
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Figura 35: Principais alteragdes detectadas no cinetoplasto (k) de tripomastigotas tratados com

0,93 ng/ml da proteina “catrina-like”, nos diferentes intervalos de tempo. As alteragbes mais
observadas foram a desorganizagdo da rede tipica do DNA, com uma aparente separagao
destas estruturas (C, G, H), a formacgéo de espacgos “vazios” em algumas regides (cabecas de
setas em A, B, D, H) e de estruturas condensadas (setas em E, F). G: Conteldo extravasado
(seta grossa) de organelas relacionadas a lisosomos (asterisco), aparentemente no interior da
estrutura do cinetoplasto (k). H: Formagao de unidade de membrana concéntrica no interior do
cinetoplasto, na regido desprovida da rede concatenada de DNA f: flagelo; BF: bolsa flagelar.
Barras: A, D, E, G: 1 um; B, C, F, H: 0,5 um.
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Uma vez que a proteina “catrina-like” purificada do veneno de Cvv
apresentou uma consideravel atividade in vitro sobre formas tripomastigotas do
T. cruzi, iniciamos os ensaios de atividade da proteina sobre musculos

extensor digitorum longus (EDL) isolados de camundongos (Fig. 36).
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Figura 36: Atividade miotoxica da proteina “catrina-like” (0,93 pg/mL) em musculos EDL
isolados de camundongos, mostrando que n&o houve liberacdo significativa de CK apés 120
min. de exposi¢do. Controle realizado com os musculos isolados na presenga apenas de

solugao salina nutridora PSS.

A investigacdo do efeito miotdxico durante 120 minutos, por meio da
liberagdo de CK dos musculos gastrocnemios EDL isolados, mostrou que a
proteina catrina-like na concentragdo de 0,93 ug/ ml ndo exerce toxicidade
sobre as fibras musculares, uma vez que nao houve liberagao significativa de
CK, sendo esta igual ao controle realizado apenas na presenca da solugao

salina nutridora (PSS).
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VI. DISCUSSAO

O desenvolvimento de quimioterapicos para o tratamento de doencas
causadas por parasitos pode ter, como uma de suas ferramentas, a busca de
compostos ativos presentes em produtos naturais, tais como Oleos essenciais
de vegetais e venenos animais. Os venenos de serpentes s&o misturas
complexas de um grande numero de polipeptideos biologicamente ativos,
polipeptideos aparentemente inativos de relevancia ndo determinada, e
pequenas moléculas tais como adrenalina (HARRIS & CULLEN, 1990;
PASSERO et al., 2007).

A principio, testamos a acdo do veneno bruto de Cvv sobre formas
epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi. Em comparagdo com estudos
prévios, onde foram utilizados diferentes venenos brutos de serpentes sobre
formas epimastigotas, o valor obtido de DLsp (0,5 pg/ ml) com o veneno de Cvv
ap6s um dia de tratamento esta na faixa de concentracdo determinadas pelos
tratamentos com veneno bruto de B. jararaca e C. cerastes (FERNANDEZ-
GOMEZ et al., 1994; GONCALVES et al., 2002, DEOLINDO et al., 2005). A lise
das formas tripomastigotas nao foi testada por estes autores com extratos de
veneno bruto. O valor de DL obtido apds 24 h de tratamento com o veneno de
Cvv foi de 0,3 nug/ ml, menor que o obtido para epimastigotas, indicando, talvez,
um mecanismo diferente de agao, que sera posteriormente discutido.

A marcagao com IP e Rh 123 exibiu um comportamento diferente entre
epimastigotas e tripomastigotas tratados com o veneno bruto de Cvv. Apds a
incubacado de ambas as formas com veneno de Cvv em seus respectivos DLsp,
cerca de 40 e 60% dos tripomastigotas e epimastigotas, respectivamente, eram
IP-positivos, indicando que a lise da membrana celular € um aspecto
importante para o efeito tripanocida do veneno. Contudo, a analise de Rh123,
na concentracdo equivalente ao DLsy, mostrou que a marcagdo dos
tripomastigotas foi aproximadamente 50% menor em relagdo ao valor exibido
pelos parasitos nao tratados, e de 90% nas formas epimastigotas.

A reduzida retencdo da Rh123 nos epimastigotas indica que a
mitocdndria destes parasitos deve ser um alvo preferencial apdés a

permeabilizacdo da membrana plasmatica, enquanto que nos tripomastigotas,
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esta organela pode sofrer agdo do veneno, mas nao de forma tdo dramatica a
ponto de ser considerada como um dos seus alvos preferenciais.

Os dados obtidos com a citometria de fluxo foram corroborados pela
analise ultraestrutural dos epimastigotas e tripomastigotas tratados com o
veneno de Cvv, contudo as alteragées morfolégicas apresentadas por ambas
as formas foram semelhantes. Os epimastigotas tratados apresentaram-se
significativamente mais inchados e com mitocondrias mais danificadas
(incluindo figuras de mielina) do que as formas tripomastigotas. Estes, em sua
maioria, exibiram citoplasma mais denso e mitocéndrias menos inchadas, como
pode ser visto na Fig. 14G. A lesdo mais caracteristica observada por estas
formas foi a presenca de grandes projecbes de membrana do corpo celular e
do flagelo, confirmando a agéo do veneno na membrana dos parasitos.

Todas as alteragbes morfolégicas observadas pela ultraestrutura e os
dados obtidos pela citometria de fluxo sugerem que o veneno de Cvv provoca a
morte dos parasitos através de um fendtipo de necrose. Estes resultados sao
similares aos de outros grupos que tém caracterizado a agao de diferentes
drogas sobre formas epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi (MENNA-
BARRETO et al.,, 2009a). Os danos causados pelo tratamento com PLA;
isoladas do veneno de serpentes também corresponde a um fendmeno de
necrose, com um rapido rompimento da membrana plasmatica, a liberagao de
componentes citosdlicos, um proeminente influxo de Ca™ e um ntcleo
picnotico (revisto em HARRIS & CULLEN, 1990). No entanto, sdo necessarios
mais estudos neste sentido para confirmar a caracterizagcado deste fenotipo no
nosso modelo.

Um dos mais importantes achados no presente estudo foi o efeito do
veneno de Cvv no ciclo intracelular do parasito. Os amastigotas sdo as formas
intracelulares responsaveis pela manutencido da infeccdo da doenca de
Chagas nos individuos infectados, e tiveram sua proliferagdo inibida em
concentragdes significativamente menores do que as necessarias para lisar os
tripomastigotas ou para causar danos as células hospedeiras. O veneno de
Cvv foi pelo menos 10 mil vezes mais toxicos para as formas amastigotas do
que as células LLC-MK; (Fig. 16). Adicionalmente a estes dados, apds 3-4 dias
de infecgdo, em concentragbes que ainda permitiam a propagacgao de todo o

ciclo intracelular, foram observadas no meio de cultivo celular a presenga de
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formas intermediarias e tripomastigotas, que apresentavam varias alteracdes
estruturais semelhantes as descritas para os parasitos tratados com o veneno
isoladamente. Estes parasitos foram entdo, chamados de TDVs, e que quando
submetidos a uma nova infeccdo, ndo se mostraram capazes de manter um
novo ciclo intracelular mesmo na auséncia de veneno. Isto foi confirmado néo
apenas pelo reduzido numero de células de cultivo infectadas, mas também
pelo numero de amastigotas por 100 células (Fig. 18, tabela 7).

Nés ndo sabemos 0 mecanismo exato da acgao tripanocida do veneno de
Cvv, mas diferentemente do veneno de B. jararaca, a atividade foi inibida apos
30 min. de fervura (GONCALVES et al., 2002), sugerindo o envolvimento de
peptideos e enzimas neste processo.

Os venenos de serpentes sédo sistemas redundantes (revisto em AIRD,
2002). Por exemplo, promovem a hipotensdo via acdo de proteases
hemorragicas, as quais rompem vasos sanguineos, quininogenases que
liberam bradicinina endogena e peptideos potenciadores de bradicinina, os
quais inibem a enzima conversora de angiotensina, com uma atividade
hipotensora direta. Somado a isso, os venenos também possuem 5'-
nucleotidases, fosfodiesterases e fosfomonoesterases, que liberam adenosina
endogena e outros nucleosideos. A adenosina, por exemplo, promove a
vasodilatagao cardiaca e aumento da permeabilidade vascular.

Diferentes trabalhos mostram que PLAs isoladas do veneno de
serpentes possuem a capacidade de induzir toxicidade nas células musculares,
com efeitos drasticos sobre a membrana plasmatica e mitocondrias (revisto em
GUTIERREZ & OWNBY, 2003). O consenso geral do mecanismo de acdo da
PLA; € que a membrana plasmatica € seu sitio primario de acgado. Isto é
influenciado diretamente pela composig¢ao lipidica da membrana, onde a
existéncia de diferentes dominios enriquecidos em glicerofosfolipideos ou
glicolipideos parecem formar sitios receptores especificos para estas PLAzs
(revisto em GUTIERREZ & OWNBY, 2003). Soma-se a estas caracteristicas o
fato de que estas enzimas também tém suas atividades influenciadas pela
presenca de cargas negativas na regido externa das membranas plasmaticas
celulares (DIAZ et al., 1991; 2001). OWNBY, COLBERG & WHITE (1997)
mostraram que o veneno de Cvv possui, em sua composicao, um polipeptideo

basico de 14 kDa, similar as PLAzs miotoxicas presentes em outros venenos de
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serpentes, cuja atividade catalitica gera lise da membrana plasmatica. As
atividades da PLA, associadas com a mionecrose, rompimento de plaquetas,
da fungdo muscular, e o dano celular sdo muito evidentes no veneno de Cvv
(MACKESSY, 2010).

As alteragbes ultraestruturais nas membranas dos parasitos,
especialmente nas formas tripomastigotas, juntamente com os resultados que
mostraram que o veneno bruto de Cvv teve sua atividade parcialmente inibida
na presenga do inibidor p-BPB (inibidor especifico da PLA;), indicam que esta
molécula deve agir diretamente sobre o parasito, de forma sinérgica com outros
componentes presentes no veneno total. Estes dados explicariam a atividade
remanescente de cerca de 30% do veneno bruto de Cvv parcialmente inibido
pelo p-BPB, sob as condi¢gdes de 0,3 pug/ ml de veneno apés um dia de
tratamento. Além disso, os danos mitocondriais mais severos observados em
formas epimastigotas do T. cruzi sdo muito semelhantes aos relatados sobres
as mitocdndrias em fibras musculares tratadas com a PLA; do veneno de Cvv
como inchago, separagdo e rompimento das cristas (OWNBY, COLBERG &
WHITE, 1997).

Ainda com relacdo as diferentes atividades enzimaticas, alguns estudos
prévios mostraram que -aminoacido oxidases (L-AAOs) isoladas de diferentes
venenos possuem atividade sobre diferentes espécies de Leishmania e formas
tripomastigotas do T. cruzi (TEMPONE et al., 2001; CISCOTTO et al., 2009).
Estas enzimas sdo as responsaveis pela cor amarela dos venenos de
serpentes, e convertem aminoacidos livres em a-cetoacidos, gerando peréxido
de hidrogénio e amoénia (TU, 1996). A L-AAO ainda néao foi caracterizada no
veneno de Cvv, porém sua coloragdo amarelo intenso sugere a presenga da
enzima em sua composicdo. MACKESSY (2010), que caracterizou os
componentes majoritarios do veneno de diferentes espécies de Crotalus,
indicou que a L-AAOQO esta presente no veneno de Cvv, onde é representado em
SDS-PAGE por uma banda de peso molecular de aproximadamente 66 kDa, e
por uma atividade enzimatica moderada sobre um substrato especifico. Desta
forma, a agao sinérgica entre a PLA; e a L-AAO poderia ser uma das principais
responsaveis pelos efeitos observados nos parasitos tratados.

Visando caracterizar os componentes tripanocidas ativos no veneno de

Cvv, foram realizadas diversas cromatografias e ensaios de atividade litica
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exclusivamente sobre formas tripomastigotas. Um destes componentes que foi
completamente isolado e purificado foi uma proteina de 24.893,64 Da (Fig.
16), caracterizada por SDS-PAGE, pela espectrometria de massas e
bioinformatica das sequéncias, como sendo uma proteina secretada rica em
dominios cisteina (CRiSP), com alta homologia a proteina catrina, isolada de C.
atrox (YAMAZAKI, HYODO, & MORITA, 2003). E a primeira purificagdo e
caracterizagao desta proteina no veneno de Cvv, a qual, por hora, chamamos
de “catrina-like”. MACKESSY (2010) através de SDS-PAGE do veneno bruto
de Cvyv, indicou que este veneno deveria ter uma CRIiSP pela visualizagao de
uma banda na faixa de peso molecular que caracteriza esta familia de
proteinas.

A familia das CRiSPs forma um grande grupo de proteinas secretadas
com massa molecular de 20-30 kDa (revisto em YAMAZAKI & MORITA, 2004;
MATSUNAGA et al., 2009). Em mamiferos, as CRiSPs sao divididas em quatro
classes, onde a CRISP-1 é secretada pelo epididimo proximal de maneira
androgénio-dependente, associada com a maturacéo da superficie do esperma
durante a maturagao, e posteriormente com a fusdo do gameta; a CRiSP-2 é
expressa apenas nos testiculos e secretada dos espermatdcitos, mediando a
interacdo entre os mesmos e as células de Sertoli; a CRiSP-3 é amplamente
distribuida entre outras classes como saliva, timo e granulos neutrofilicos,
indicando um possivel papel desta proteina na defesa imune inata; e a CRiSP-
4 ¢é secretada exclusivamente no epitélio, também de maneira androgénio-
dependente (revisto em MATSUNAGA et al., 2009).

Diversas proteinas pertencentes a classe das CRiSPs tém sido
identificadas nos venenos de lagartos (FRY et al., 2006) e serpentes (JIN et al.,
2003; YAMAZAKI, HYODO, & MORITA, 2003; UTKIN & OSIPOV, 2007;
PEICHOTO et al., 2009; SUZUKI et al.,, 2010). Elas sédo distinguidas pela
sequéncia de aminoacidos caracteristica da familia, tais como tamanho
molecular de 22- 25 kDa (200-250 aminoacidos), com alto grau de similaridade
e um padrao especifico altamente conservado de 16 residuos de cisteinas, os
quais formam oito pontes dissulfeto (revisto em ROBERTS et al., 2007). No
geral, apesar das alta homologias apresentadas, estas proteinas recebem
nomes distintos relacionados ao veneno do organismo do qual foram isolados.

A primeira CRIiSP descrita em répteis foi isolada da secregao da pele do lagarto
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Heloderma horridum, sendo denominada helodermina (MOCHCA-MORALES,
MARTIN & POSSANI, 1990). Entre os exemplos de proteinas isoladas dos
venenos de serpentes, ha a patagonina, isolada da Philodryas patagonensis
(PEICHOTO et al., 2009), a catrina da C. atrox (YAMAZAKI, HYODO, &
MORITA, 2003), a latisemina isolada da cobra marinha Laticauda semifasciata
e a tigrina isolada da Rhabdophis tigrinus tigrinus (YAMAZAKI et al., 2002).
Algumas destas exemplificadas apresentam 100% de homologia com a
proteina purificada neste trabalho, quando utilizado o banco de dados de
proteina do NCBI (tabela 8).

Adicionalmente a estes dados, as proteinas isoladas dos venenos
animais, tiveram suas atividades biologicas testadas sobre grilos, baratas
(OSIPQV et al., 2005) e principalmente sobre camundongos e seus diferentes
tipos de células musculares. Nao ha relatos de experimentos usando
microrganismos como células-alvo. Nesses organismos, os quais foram
submetidos a ensaios de letalidade, nenhuma CRiSP se mostrou capaz de
mata-los. Algumas destas proteinas se mostraram capazes de bloquear tanto
canais de calcio do tipo L, bloqueando assim a contragdo de células
musculares lisas (YAMAZAKI et al., 2002), quanto canais ibnicos ligados a
nucleotideos ciclicos (BROWN et al., 1999). A proteina catrina desempenhou
um bloqueio moderado dos canais de calcio do tipo L quando induzidos por K,
parcialmente inibindo a contracdo das fibras lisas da artéria caudal de
camundongos (YAMAZAKI, HYODO, & MORITA, 2003). A patagonina, que foi
até entdo a unica proteina desta familia a desempenhar miotoxicidade sobre
fibras musculares através da sua injegdo no musculo gastrocnemio, nao
induziu a formagao de edemas, hemorragia ou inibicdo sobre a agregagao de
plaguetas (PEICHOTO et al., 2009). Ela também nao induziu alteragcbes
sisttmicas em camundongos e nenhuma alteragdo histoldgica foi observada
nos tecidos do cerebelo, cérebro, coragdo, figado e bago. Nés iniciamos os
ensaios de atividade miotoxica da proteina “catrina-like”, e esta, em acordo
com a literatura, n&do apresentou atividade miotoxica sobre o musculo
gastrocnemio EDL de camundongos incubados com 0,93 pg/ ml por 120
minutos. Desta forma, torna-se interessante a realizagcao de futuros ensaios in

vivo com esta proteina em camundongos infectados pelo T. cruzi, ja que
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aparentemente, essa proteina ndo deve exercer uma toxicidade sistémica
consideravel.

O tratamento de tripomastigotas com a proteina que isolamos,
pertencente a familia CRiSP, mostrou que esta possui uma alta atividade sobre
estes parasitos (DLsy 0,93 ug/ ml). Apés uma hora de tratamento, diversas
alteragdes morfolégicas foram observadas, principalmente sobre a membrana
plasmatica e sobre organelas relacionadas a lisosomos (Fig. 32). Estas
alteragbes tornaram-se mais pronunciadas apos 2 e 24 h de tratamento, além
de outras alteracbes que também tornaram-se muito evidentes, como a
heterocromatinizacdo nuclear e a discreta separacao entre as membranas
nucleares, além das alteragdes no cinetoplasto mitocondrial dos parasitos (Fig.
33- 35).

Algumas das alteragdes observadas pela ultraestrutura dos parasitos
tratados com esta proteina purificada condizem com as morfologias
apresentadas pelos mesmos tratados com o veneno bruto de Cvyv, incluindo as
poucas alteracbes observadas na mitocéndria dos tripomastigotas, e a
manutencgao da densidade citoplasmatica.

A diversidade dos venenos de serpentes retoma a questdo do porqué os
venenos apresentarem uma composi¢cao tdo complexa e porque diversos
destes componentes desempenham aparentemente as mesmas atividades, tais
como metalo- e serino proteinases em um unico veneno (MACKESSY, 2010).
Os evidentes efeitos observados apds a incubagdo com o veneno bruto de Cvv
sobre as membranas plasmaticas dos parasitos, somado a uma forte, porém
incompleta inibicdo da atividade do veneno apds a icubagido com o p-BPB,
corroboram com a literatura sobre o efeito sinérgico entre os diferentes
componentes moleculares presentes em veneno de serpentes. Alguns dos
nossos resultados com o veneno bruto de Cvv, somados ao fato do
conhecimento da existéncia de uma forte PLA> no mesmo, e o entdo
desconhecimento da existéncia desta proteina que purificamos, nos fazia crer
que a PLA; seria a grande responsavel pelas alteragbes detectadas nas
membranas dos parasitos. No entanto, apds o tratamento com a proteina
purificada da familia CRiSP, ficou claro que, muito provavelmente, esta tem
como um dos seus principais sitios de atividade a membrana dos parasitos. No

entanto, diferentemente do que ja se € sabido dos mecanismos de agéo da
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PLA, em células musculares, ainda se faz necessaria uma melhor investigacao
para caracterizar a forma como essa proteina age sobre as membranas do
parasito.

Os demais resultados obtidos apds as sequenciais purificacbes também
estdo em acordo com a sinergia entre diferentes moléculas presentes no
veneno bruto. As fracbes que se mostravam enriquecidas com diferentes
componentes do veneno bruto de Cvv foram as que apresentavam os menores
valores de DLsp apds 24 h de tratamento (Figs. 24 e 25). O veneno bruto possui
diversas moléculas que isoladamente apresentam atividade tripanocida (Fig. 25
A, C), podendo agir sobre sitios primarios de acao distintos, ou mesmo iguais,
tais como a PLA; e a proteina que isolamos, pertencentes a familia CRiSP.

E amplamente conhecido que a maior limitagdo das drogas empregadas
para o tratamento da doenca de Chagas é a baixa atividade sobre as formas
amastigotas intracelulares na forma crbnica da doenca, provavelmente devido
a uma limitada capacidade de penetragdo nos tecidos (URBINA & DOCAMPO,
2003). Nossos estudos demonstraram o potencial efeito do veneno bruto de
Cvv principalmente sobre as formas intracelulares do parasito, em
concentragcdes nao toxicas as ceélulas hospedeiras. Estes resultados, somados
ao efeito tripanocida in vitro de uma proteina purificada, a auséncia de
miotoxicidade desta sobre musculos isolados, somados aos dados da literatura
que indicam que as proteinas da familia CRiSP apresentam baixa ou nenhuma
atividade sobre camundongos, nos estimulam a realizar novos ensaios visando
avaliar seu efeito sobre o ciclo intracelular do parasito, através da incubagao de
culturas celulares infectadas in vitro, e a realizar futuros ensaios in vivo com

animais infectados com o T. cruzi.
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VIl. CONCLUSOES

1) O veneno bruto de Cvv é téxico ao Trypanosoma cruzi

e O veneno bruto de Cvv é capaz de inibir a proliferagdo de epimastigotas
de cultura e amastigotas intracelulares, e lisar os tripomastigotas de cultivo.

e O DLs¢/24 h para epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas foi de
0,50 £ 0,18, 0,30 + 0,19 e 0,075 £ 0,01 pg/ ml, respectivamente. Estes dados
permitem concluir que o veneno bruto de Cvv é ativo in vitro sobre as trés
formas evolutivas do T. cruzi, sendo que a menor concentracdo obtida de

DLso/24 h foi para a inibicdo de formas amastigotas intracelulares.

2) Nas concentragdes utilizadas, o veneno de Cvv nao é téxico para
células LLC-MK;

e Em ensaio de toxicidade in vitro sobre culturas de células LLC-MK;, o
veneno bruto de Cvv foi toxico apenas na concentracédo de1 mg/ ml, desde as
primeiras 24 h de tratamento.

e As analises pela microscopia de luz e pela ultra-estrutura das culturas
destas células, infectadas ou nao, confirmaram os dados obtidos pela cinética
de tratamento, demonstrando células integras em todas as concentragdes

utilizadas nos ensaios.

3) O tratamento com o veneno bruto de Cvv é efetivo contra a forma
intracelular do parasito.

e As células infectadas e tratadas na faixa de concentracédo de 37,5 — 150
ng/ ml do veneno bruto de Cvv, por 4 dias, apresentaram um indice de infec¢éo
inferior as células controle.

e A analise da ultraestrutura dos amastigotas intracelulares mostrou que
0s mesmos apresentaram vacuolos inchados e lise da membrana celular.

e Foram observadas a presenca de formas intermediarias e tripomastigotas no
meio de cultivo celular incubados na presenca de concentragdes que ainda permitiam
a propagacao de todo o ciclo intracelular. Estas formas diferenciadas na presenga do

veneno (TDVs) apresentavam alteragdes estruturais e mostraram-se incapazes de

manter um novo ciclo intracelular.
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4) Os principais alvos do veneno de Cvv parecem ser a membrana
plasmatica e a mitocondria dos parasitos.

e A analise por citometria de fluxo evidenciou um comportamento distinto
entre epimastigotas e tripomastigotas tratados com o veneno bruto de Cvv e
marcados com |IP e Rh 123.

e Ambas as formas se apresentaram alto porcentual de marcagao IP-
positiva apdés 24 h de tratamento com o veneno bruto de Cvy, indicando que a
lise da membrana celular € um aspecto importante para o efeito tripanocida do
veneno. Além disso, ambas as formas também apresentaram decréscimo na
marcacgao pela Rh 123 em suas mitocdndrias. A marcacao consideravelmente
reduzida nos epimastigotas (de até 90% no valor equivalente ao DLsp) indica
que a mitocbndria deve ser um alvo preferencial apds a permeabilizacdo da
membrana plasmatica nestas formas do parasito.

e Analise ultra-estrutural (MET e MEV) de formas epimastigotas e
tripomastigotas confirmou as alteragdes evidenciadas pela citometria. Os
epimastigotas tratados apresentaram-se significativamente mais inchados e
com mitocdndrias mais danificadas do que as formas tripomastigotas. A leséo
mais caracteristica observada nestes, por sua vez, foi a presengca de grandes
projecbes de membrana do corpo celular e do flagelo, confirmando a agao do
veneno na membrana dos parasitos.

e Todas as alteragdes morfologicas observadas pela ultraestrutura e os
dados obtidos pela citometria de fluxo sugerem que o veneno de Cvv mata os

parasitos através de um fendtipo de necrose.

5) O veneno de Cvv é composto de diferentes moléculas que agem
sinergicamente sobre o parasito.

e A fervura do veneno bruto de Cvv inibiu seu efeito, sugerindo o
envolvimento de peptideos e enzimas no processo de atividade bioldgica.

e O SDS-PAGE indicou que fragbes puras ou enriquecidas com diferentes
componentes protéicos possuem atividade tripanocida, sendo que os menores
valores de DLs, foram apresentados pelas fragdes mais heterogéneas.

e As alteragdes ultraestruturais nas membranas dos parasitos, juntamente

com a inibigdo parcial do veneno bruto de Cvv na presenga do inibidor p-BPB
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(inibidor especifico da PLA), além dos danos mitocondriais semelhantes aos
previamente relatados sobres estas organelas em fibras musculares tratadas
com a PLA; do veneno de Cvv, indicam que esta molécula deve agir
diretamente sobre o parasito.

¢ O indicativo de presenca de uma L-AAO no veneno bruto e a evidéncia
em outros trabalhos previamente publicados com tripanosomatideos tratados,
também sugerem que esta enzima aja sobre as diferentes formas do T. cruzi.

e A proteina “catrina-like” purificada e isolada do veneno de Cvv se
mostrou ativa sobre tripomastigotas, que exibiram alteragdes morfolégicas
marcantes na membrana dos parasitos e em organelas relacionadas a
lisosomos, KDNA e nucleo.

e Estes resultados confirmam que a atividade apresentada pelo veneno

bruto de Cvv pode ser creditada a mais de uma molécula componente.
6) A proteina catrina-like nao é miotéxica.

e Os resultados mostram que a proteina catrina-like nao exerce

miotoxicidade sobre musculos EDL isolados de camundongos.
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IX. ANEXOS

Durante o periodo de execugao desta tese, foi submetido um artigo
referente ao primeiro conjunto de resultados com o veneno bruto de Cvv. Este
foi intitulado: “Effect of Crotalus viridis viridis snake venom on the ultrastructure
and intracellular survival of Trypanosoma cruzi”, aceito para publicacdo na
revista Parasitology (Anexo 1).

Ainda relacionado ao tema quimioterapia direcionada ao tratamento de
doencas causadas por tripanosomatideos, também produzimos uma revisio
intitulada: “Contributions of Ultrastructural Studies to the Cell Biology of
Trypanosomatids: Targets for Anti-Parasitic Drugs”, aceita para publicagdo no
periédico The Open Parasitology Journal (Anexo 2).

Além destes, também participei da execugédo do trabalho publicado no
formato de short communication no peridédico International Journal of
Antimicrobial Agents, 31 (2008) 282-286 (Anexo 3).
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ANEXO 1

Effect of Crotalus viridis viridis snake venom on the
ultrastructure and intracellular survival of Trypanosoma cruzi
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SUMMARY

Chagas’ disease, caused by Trypanosoma cruzi, affects 16-18 million people in Central and South America. Patient
treatment is based on drugs that have toxic effects and limited efficacy. "Therefore, new chemotherapeutic agents need to be
developed. Snake venoms are sources of natural compounds used in various medical treatments. We observed that Cratalus
wiridis eividis venom was effective against all developmental forms of T, cruzi. Ultrastructural analysis revealed swelling of
mitochondria, blebbing and disruption of the plasma membrane, loss of cvtoplasm components and morphological changes
tions in the plasma and

of the cell. Staining with propidium iodide and rhodamine 123 confirmed the observed al
mitochondrial membranes, respectively. The effects of the venom on the parasite intracellular evele were also analysed. Pre-
infected LLC-MIS; cells incubated with Cee venom showed a 76-93"% reduction in the number of parasites per infected cell
and a 94=97-4"% reduction in the number of parasites per 100 cells after 96 h of infection. Free tryvpomastigotes harvested
from the supernatants of Cre venom-treated cells were incapable of initiating a new infection evele. Our data demonstrate
that C'ez venom cim access the host cell cvtoplasm at concentrations that cause toxicity only to the amastigote forms of
T. er

disease chemotherapy.

=1, and viel tered parasites with limited infective capacity, suggesting the potential use of Cee venom in Chagas’

Keyv words: Crotalus viridis eividis, Trypanosoma cruzi, Chagas’ disease chemotherapy, ultrastructure, snake venom.

INTRODUCTION for both clinical treatment of Chagas »and
chemoprophylaxis

Animal venoms have been used in the treatment of

n donated blood.

Tryvpanosonia erusi is the actiological agent of Chagas”

discase, which remains a major public health issue K X . . L. .
. . . . - a variety of pathophvsiological conditions in Avur-
i Latin America where approximately 100 million . . .

. . veda, homeopathy and folk medicine. With the
people are at risk. Human hosts are naturallv infected

advent of biotechnology, the efficacy of such treat-
ments has improved with the purification of venom

components and the delineation of their therapeutic

by the bite of the insect vector (Hemiptera:
Reduviidae), but blood transfusion, congenital trans-
mission and ingestion of contaminated food are also

. . o properties. Snake venoms are complex mixtures of
important mechanisms of infection (Moncavo and

proteins, nucleotides and inorganic ions (IKoh ef al.
2006) with a high degree of target specificity. They
have been inereasingly used as pharmacological tools

Silveira, 2009). The chronic phase of the discase
mostly occurs several vears after infection, and it is
characterized by severe cardiac and gastrointestinal
pathologies (Coura and De Castro, 2002), Treatment
of chagasic patients relies on 2 nitroheterocvelic
drugs that have several limitations due to their high
toxicity and have minimal benefits during the chronic
phase of the discase (Urbina and Docampo, 2003).
These restrictions encourage the search for alterna-
tive synthetic or natural compounds that are effective

and prototypes for drug development, including in
cancer chemotherapy (Newman et al. 1993; Pai et al.
19965 Zhou et al. 2000; Corréa Jr. et al. 2002; Papo
and Shai, 2003; Papo et al. 2003, 2004; Arava and
Lomonte, 2007; El-Rafael and Sarkar, 2009). One of
these drugs, Captopril, is the first commercial inhi-
bitor of angiotensin [-converting enzvme (ACLE) and
1s used for the treatment of human hyvpertension.
T'his compound was developed from studies of
) ) ) ) Bothrops jararaca venom and its bradvkinin-poten-
sponding ;1uth.nr: I,;ihm'u(.:.:'m :_LIL- Hl_nln_gr.: _t elular tiating peptides (BPPs) (Fernandez et al. 2004).
sstrutura, Instituto de NMicrobiologia Prof, Paulo . . . .
B . N . Snake venom proteins have been used to kill HIV
s, CCS, Bloco 1, UIFR], Ilha do Fundio, Rio de ) N .
Janciro, RJ, Brazil. Tel: +552125626738. Fax: (Zhang et al. 2003), the protozoan parasites
+3321 2560 8344, [ souto.padronf@micro.ufrj.br Plasmodivin - falciparum (Zicler et al. 2001) and
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Leishmania spp. (Fernandez-Gomez et al. 1994
Tovama et al. 2006; Tempone el al. 2007; Passero
et al. 2007). Recent studies have revealed that the
crude venom of South American Bothrops snakes
inhibit the growth of Leislmania major promastigotes
and T cruzi epimastigotes (Gongalves et al. 2002)
and induce programmed cell death in 7.
(Deolindo et al. 2005). The | -amino acid oxidases
are associated with the anti-protozoal activities

crusi

observed in snake venoms of the Bothrops genera
("T'empone et al. 2001; Ciscotto et al. 2009).

Other important snakes are those from the genus
Different
species are present in the American continents, and
Crotalus durissus and C. viridis are prevalent in South
and North America, respectively ("T'sai et al. 2003).
The pathophysiological effects of Crotalus venoms
are due to different enzymes and peptides that cause
serious local effects such as oedema, haemorrhage
and myvonecrosis (Ownby ef al. 1997).

Considering previous data obtained for other snake
venoms against protozoa and the absence of a
complete study investigating the activity of snake
venoms during the entire 7' cruzi cyvele, we analysed
the effect of Crotalus wiridis ©ividis venom (Cvv
venom) on the ultrastructure of all 3 developmental
forms of this parasite and its effects on parasite
intracellular development to investigate a possible
target for its activity.

Crotalus, also known as rattlesnakes.

MATERIALS AND METHODS
Parasites

1. cruzi epimastigotes of the CL-Brener clone were
maintained at 28°C by weekly transfers in liver
infusion tryptose (LI'T) (Camargo, 1964) medium
supplemented with 10% feral calf serum (FCS).
Four-dav-old culture forms at the mid-log phase of
growth were used in all experiments. Tissue culture
trypomastigotes were obtained from the supernatants
of 5 to 6-day-old infected LLC-NMK; cells main-
tained in RPMI-1640 medium supplemented with
2% FCS at 37 °C in a 3% humidified CO; atmosphere
as previously described (Bisaggio et al. 20006).

Parasite treatment

The Crz crude venom was purchased from Sigma
Chemical Co (St Louis, MO, USA). A stock solution
was prepared at 50 mg/ml in phosphate-buffered
saline (PBS, pH 7-2) and stored at =20 °C until use.
Epimastigotes were resuspended in LI'T medium at
5% 10" cells/ml, and a 1 ml aliquot of the suspension
was added to the same volume of Cvv venom, which
was previously diluted in L1'T" medium at twice the
desired  final concentration  (0-25=-500 gg/ml), in
24-well plates (Nunc Inc., Naperville, 1L, USA).
The samples were then incubated for 120 h at 28 °C.
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The number of parasites was determined daily by
counting formalin-fixed parasites using a Neubauer
chamber. The LDs, which corresponds to the drug
concentration that inhibits 50% of cell growth, was
used to estimate inhibition of proliferation. Parasites
grown in venom-free LIT medium were used as a
control. The growth experiments were carried out in
triplicate, and the standard deviations of the cell
densities at each time-point are indicated by the error
bars. Parasite viability was monitored based on
motility and trypan blue exclusion using light
microscopy. Parasite suspensions (10 ul) were diluted
in trypan blue solution (0-4% in water) ata 1:1 volume
ratio and monitored by direct counting of viable and
non-viable parasites using a Neubauer chamber.

T'issue-culture trypomastigotes were resuspended
to a concentration of 1x107 cells/ml in RPMI
medium (Sigma) containing 10% FCS. This suspen-
sion (100 g4l) was added to the same volume of the
venom that had been previously diluted in RPMI
medium at twice the desired final concentration (the
same procedure used for epimastigotes treatment) in
96-well plates (Nune Inc.), following incubation at
37 °C for 24 h. The LDs;, (50% trvpomastigote lysis)
was then calculated by cell counting of formalin-fixed
parasites using a Neubauer chamber. The exper-
iments were performed in triplicate, and at least 3
independent experiments were conducted.

T'he determination of the LDs, for intracellular
amastigotes is described below in the Mammalian cell
tnvasion by tissue-culture (rypomastigotes section.

Effect of boiled Cov venom on parasite growth

Cvv venom was boiled for 7-5, 15 and 30 min at 95 °C
(as previously described by Fernandez-Gomez et al.
1994) and was used to challenge epimastigote forms
(CL-Brener clone). Epimastigotes were resuspended
in LIT medium at 5% 10" cells/ml, incubated with
0-5 ug/ml (corresponding to the LDs, previously
obtained) of crude boiled and non-boiled (positive
control) Cvv venom, and then incubated for 24, 48
and 72 h at 28 °C. "The negative control consisted of
parasites maintained in the same culture conditions
but not exposed to venom. The number of parasites
was determined daily by counting formalin-fixed
parasites in a haemocytometer chamber as described
previously.

Coe venom eviotoxicity assay in non-infected

LLC-MK; cells

Non-infected LLC-MK,; cells were first submitted to
Cvv venom treatment to determine the toxicity of the
venom to host cells. Cells were seeded in 24-well
plates containing glass cover-slips, cultivated in
RPMI supplemented with 10% FCS, and then main-
tained at 37 °C in a 5% CO; humidified atmosphere
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for 1 dav as previously described (Bisaggio et al.
2008). After this period, the cultures were washed
with PBS to remove non-adherent cells, cultivated
in fresh RPMI medium containing 2% FCS and
treated with 0-1, 10, 100 or 1000 gg/ml of Cvv venom
for up to 120 h. Control cells were subjected to the
same  procedure excluding the exposure to Cyvv
venom. T'he culture media were changed every 48 h.
Cover-slips were collected daily, rinsed in PBS, fixed
in Bouin’s solution, stained with Giemsa and
mounted onto glass slides with Permount (Fisher
Scientific, NJ, USA). The number of adhered cells
and the morphological characteristics of the cells were
analvsed.

T'he same procedure was performed in parallel to
allow for analvsis by the trvpan blue exclusion test.
Cover-ships were stained with a 1:1 volume dilution
of tryvpan blue solution:RPMI medium and were
observed using a Zeiss Axiovert light microscope
(Oberkochen, Germany).

Mammalian cell invasion by tissue-
citlture trypomastigotes

To investigate the effect of Cvv venom on the
intracellular cvele of the parasite, LLC-MIK, cells
were seeded in 24-well plates as described above.
Thereafter, the cultures were washed and infected
with tissue culture trypomastigotes (parasite:host
cell ratio of 10:1). After 24 h of interaction, non-
internalized parasites were removed by repeated wash-
ing with PBS, and the cells were cultivated in fresh
RPMI medium containing 2% FCS with (37-5-
500 ng/ml) or without snake venom (control cells).
The media were changed every 2 davs. Cover-slips

were collected daily up to 96 h, rinsed in PBS, fixed in
Bouin's solution, stained with Giemsa and mounted
onto glass slides with Permount (Fisher Scientific,
NJ, USA). Parasite infection was quantified using
a Zeiss Axioplan 2 light microscope (Oberkochen,
Germany) equipped with a Color View XS digital
video camera. T'he percentage of infected cells, the
number of intracellular amastigotes per infected cell
and the number of amastigotes per 100 cells were
evaluated by counting a total of 500 cells in 3 different
experiments. The LDsy was estimated as the dose
that reduced the number of amastigotes per infected
cell by 50%.

During the experiments described above, some
trypomastigotes were released into the supernatant.
T'hese trvpomastigotes were designated as trypomas-
tigotes  differentiated in the presence of venom
('I'DVs). T'o isolate 'T'VDs from cell debris, non-
viable parasites and amastigotes, the supernatant was
centrifuged at 500 g for 5 min and incubated at 37 °C
for 30 min. During this period, viable TDVs in the
pellet moved into the supernatant medium, which
was subsequently collected and centrifuged at 3000 g
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for 12 min. "I'DVs concentrated in the pellet were
monitored based on motility and the detection of
trvpan blue exclusion by light microscopy as de-
scribed above. Next, viable T'DVs were washed twice
in RPMI medium and used for a new invasion assay
in the absence of Cvyv venom to evaluate their infec-
tvity. T'DVs were incubated in the presence of new
LLC-MIKS cells (10:1 ratio) that had been previously
cultivated as deseribed above. Infected cells were
cultivated for an additional 4=3 davs in RPNII
containing 2% FCS at 37 °C in a 3% CO5 humidified
atmosphere without Cvv venom. As a control, LL.C-
MK, cells were infected with trypomastigotes that
had been released into the supernatant of non-treated
cell cultures, using the same procedures described for
TDVs. Following washing in PBS, cover-slips from
both control and TDV-cell iteractions were col-
lected daily, fixed and stained as deseribed above.
T'he numbers of intracellular amastigotes per infected
cell and per 100 cells were evaluated by performing
counts for a total of 300 cells in at least 3 independent
experiments.

Turbidimetric assay adapted from Marinetti

Phospholipase A, (PLA,) activity was determined
by adapting a turbidimetric assay described pre-
viously (Marinetti, 1963). We prepared the substrate
by shaking | chicken egg volk in a solution of NaCl
(1530 ma1) to a final volume of 100 ml; the substrate
was stored at 4 °C prior to the reaction. In each assay,
we prepared several tubes by adding a volume
(0-33 ml) of a 10% dilution of the egg suspension to a
solution containing NaCl (150 ma1), CaCl, (10 ma),
taurocholic acid (0-01%) and Tris—=HCI (5-0 mai,
pH 7-4), until a spectrophotometric absorbance
between 0-62 and 0-65 at 925 nm was achieved. The
tubes were kept at 37 °C under mild and constant
agitation during the procedure. The reactions were
started by the addition of the Cvv venom at con-
centrations of 0-05-10 gg/ml. The specificity of the
procedure was controlled by the measurement
of para-bromophenacyl-bromide (p-BPB; Sigma),
a specific PLLA; inhibitor (Ownby et al. 1997; Melo
and Ownbyv, 1999), added at concentrations of
100=500 gv1. Both tests were performed to evaluate
the Cvy concentration range used to challenge trypo-
mastigotes. The p-BPDB stock solution (500 mar) was
dissolved in dimethvl sulfoxide (DNSO).

Trypomastigote challenge with pBPB-inhibited
Cev venom

Trypomastigotes (CL-Brener clone) were treated for
I day at 37 °C with 0-15, 0-3 and 0-6 pg/ml of Cvv
venom that had been previously incubated for 30 min
at room temperature with 500 g p-BPB, according
to the protocol described by Nelo and Ownby (1999).
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The parasites were concomitantly treated with the
same concentrations of crude venom not previously
exposed to p-BPB. Three tvpes of control cells were
used in the absence of Cvv venom: (i) parasites
incubated in RPN medium supplemented with 10%
FCS; (11) parasites incubated with DNSO (the final
concentration of DMSO in the cultures did not
exceed 0-1% vol/vol and had no effect on cell lvsis);
and (111) parasites incubated with p-BPB onlv. The
number of living parasites was determined by count-
ing formalin-fixed parasites in a haemocytometer
chamber in at least 3 independent experiments.

Flote extometry analysis

Epimastigotes and tissue-culture trypomastigotes at a
final concentration of 1x10° cells/ml were treated
with Cvv venom at final concentrations of (0-5—4-0
and 0-15=1-8 pg/ml for 24h at 28°C and 37 °C,
respectivelv. The viability assay was performed in a
fHow cvtometer with propidium iodide (P1). Parasites
were washed in PBS, and cells were incubated with
15 pg/ml PI plus 10 gg/ml rhodamine 123 (Rh123)
for 15 min. Cells were kept on ice until data ac-
quisition and analvsis with a FACSCalibur Flow
Cvtometer (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) equipped with CellQuest software (Joseph
T'rotter, Scripps Rescarch Institute, San Diego, CA,
USA). A total of 10000 events were acquired in the
region previously established to correspond to the
parasites. Differences in the Rh123 Huorescence level
between treated and control parasites were quantified
using an arbitrary index of variation (IV) obtained
bv the equation (MT=NMC)/NMC, where M'T and
MC are the median Huorescence for treated and
control parasites, respectively. Negative IV values
correspond to depolarization of the mitochondrial
membrane. Data were obtained from at least 3
independent experiments.

Seanning electron microscopy

Epimastigotes and tissue culture trypomastigotes
treated with 0-5 and 0-3 gg/ml of the Cvv crude
venom for 24 h, respectively, were washed twice with
PBS and fixed for [ h with 2-3% glutaraldehvde in
0-1 a1 cacodylate buffer (pH 7-2) containing 3 mai
calcium chloride and 2% sucrose. The parasites were
then washed with the same buffer and allowed to
adhere to glass cover-slips previously coated with
0-1% poly-L-lyvsine (MW 70000, Sigma). After post-
fixation for 15 min with 1% osmium tetroxide (OsQ)y)
containing -8% potassium ferrocvanide and 5 myi
calcium chloride in 0-1 a1 cacodylate buffer (pH 7-2),
the cells were washed, dehvdrated in graded ethanol
and then eritical-point dried with CO,. T'he samples
were allowed to adhere to scanning electron micro-
scopy stubs coated with a 20-nm-thick gold laver in a
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sputtering device and then were observed using a
JEOL JSM 5310 scanning electron microscope
("Tokyo, Japan) operating at 25kV. Digital images

were acquired and stored in a computer.

Transmission electron microscopy

Parasites were fixed for 1 h with 2-3% glutaraldehvde
in -1 a1 cacodvlate buffer (pH 7-2) containing 5 mai
calcium chloride and 2% sucrose. Non-infected and
infected LLLC-NMK, cells were fixed using the same
fixative while still adherent, gentlv seraped off with a
rubber policeman and were harvested by centrifu-
gation. All samples were treated as follows: rinsed
in 0-1 a1 cacodvlate buffer (pH 7-2) containing 2%
sucrose; post-fixed in 0-1 a1 cacodylate buffer (pH 7-2)
containing 1"  osmium (OsOy), 0-8%
potassium ferrocvanide and 5 ma calcium chloride

tetroxide

for 1 h at room temperature; dehvdrated in graded
acctone and  then embedded n PolvBed 812
(Polvsciences Inc., Warrington, PA, USA). Ultra-
thin sections obtained with a Leica (Nussloch,
Germany) ultramicrotome were stained with uranyl
acetate and lead citrate and observed using a FEI
Morgagni F 268 (Eindhoven, The Netherlands) trans-
mission electron microscope operating at 80 kW,

RESULTS

Epimastigotes were grown for 5 davs in L1I'T" medium
containing different concentrations of Cvv venom,
and the percentage of surviving parasites was evalu-
ated ("Table 1). The LDsg (50% growth inhibition)
after treatment for 24h was 0-5gg/ml, and after
treatment for 4 and 5 days, the LD s, values were (-9
and 1 pg/ml, respectively. No growth was detected
when the parasites were treated with 8=500 gg/ml of
Cvv venom. Because trypomastigote forms did not
multiply and could not be maintained for several days
in culture medium at 37 °C, the effect of the venom
on trypomastigotes was evaluated by its capacity to
cause lvsis after a 24-h treatment. The LDs, of Cyvy
venom for trypomastigotes was 0-3 pg/ml ("'able 1).
T'he effect of Cyvv venom on amastigotes is also
presented in Table 1. The LDsg for intracellular
parasites was determined on different post-infection
davs, taking into account the number of amastigotes
per infected cell. "The LDsg for intracellular amasti-
gotes after treatment for 24 h was 0-073 gg/ml, which
is the smallest value obtained among the 3 develop-
mental forms analysed.

The loss of viability of treated epimastigotes and
trypomastigotes from the supernatant was assessed
by light microscopy and How cytometry using trypan
blue (data not shown) and PI labelling, respectively.
Epimastigotes and tryvpomastigotes incubated for
24h in the presence of 0-5 and 0-3ug/ml Cyvv
venom and then in the presence of Pl presented
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Table 1. Effective LDs, of crude Cvv venom against epimastigote, trypomastigote and intracellular

amastigote forms of Trypanosoma cruzi

Dayv of treatment Epimastigotes

. . . i
I'rvpomastigotes Intracellular amastigotes

1 0-3+0-18"
2 0-6+0-12
3 07012
1 0-94+10-43
5 1-0+0-49

0-3+0-19" 0-075+0-01

Nd© 0-03720-03
Nd 0-29£0-03
Nd 0-1720-02
Nd Nd

* Values of LDs; are expressed in gg/ml.
b
“ Not done.

“

Table 2.

Mean 2 standard deviation. All assavs were performed in triplicate and in at least 3 independent experiments.

Determined by the daily evaluation of the number of intracellular amastigotes per infected cells.

Flow cvtometry analvsis of Cvv-treated Trypanosoma criezi labelled with PLand Rh123

p—

(Cvv treatment was for I dav in LT'T at 28 °C for epimastigotes and in RPN at 37 °C for trypomastigotes. )

sg/ml Median Rh123 v PI(%)"
Epimastigotes 1] 280-0° £ 142 (-00 -03 2001
0-3 67-3+2:1 —0-76 39:040-2
1-0) O4-620-9 —0-77 672414
2-0 48-6%1-2 - 082 89-1%3-3
4-0 453214 — -84 99-0%+0-5
I'rvpomastigotes 0 50-2+3-8 0-00 1-2420-24
0-15 35-1£02 —0-30 19-0% 36
0-3 32:9+0-7 —0-34 43-220-7
0-9 243409 — 031 687123
1-8 17-6%1-1 —0-65 86:9%3-9

Arbitrary Index of Vari
for treated and control parasites, respectively.
I - ..

" Percentage of Pl-positive cells,

-

Data represent the mean Estandard deviation of at least 3

approximately 60% and 43" non-viable cells, res-
pectively. "T'he values for PI labelling relative to the
different venom concentrations used are shown in
Table 2.

T'o determine whether the action of Cyvv against
T. cruzi parasites was due to the presence of en-
zvmatic activities or to the presence of other tvpes
(c.g.
compounds, for example), we boiled the venom for

of molecules alkaloids and other organic

different times and treated the epimastigote forms
with 0-5 gg/ml of the treated venom (Fig. 1). Boiling
the Cvv venom for 7-5 min did not abolish its activity
completely, and a partial inhibitory effect of about
10=14% on epimastigote growth was observed up to
3 davs post-treatment. Cvv venom activity was com-
pletely abolished after 15 and 30 min of boiling.
Morphological alterations in epimastigotes (g, 2)
and trypomastigotes (Fig. 3) were observed by SEM
after 1 day of treatment with (-5 and 0-3 gg/ml of Cvv
venom, respectively., Most of the treated parasites
presented swelling of the body when compared to
control cells (Figs 2B-D and 3B-D) and, occasion-
allv, a complete alteration of the parasite shape was
observed (Figs 2C and 3C, D). Some epimastigotes
also presented an intense twisting of the cell body
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won = IV =(WT—=MC)yMC, where MT and MC correspond to the median Huorescence average

independent experiments,

(Fig. 2D). "I'rvpomastigotes presented plasma mem-
brane blebbing and membrane disruption  with
cvtoplasmic eruption, indicating severe membrane
disorganization (Fig. 3E).

Ultrastructural alterations caused by Cvv venom
were also analvsed using TEN (Figs 2 and 3). The
most frequent cell alterations observed in epimasti-
gotes were swelling of the cell body with apparent loss
of normal organelle organization, vacuolization of the
cvtoplasm (Fig. 2E, H), swelling of the mitochondria
with alterations in the mitochondrial membranes
and the presence of mvelin figures (Fig. 215, I, ),
and loss of cvtoplasmic components (Fig. 215, H).
Eventually, several Ivsed epimastigotes were ob-
served. The nuclear morphology also demonstrated
alterations characterized by changes in the shape and
organization of chromatin and the leakage of nuclear
contents (Fig. 2G). Venom-treated trypomastigotes
exhibited an enlarged space between the nucleus and
the evtoplasm (Fig. 3F, inset). In trypomastigotes in
which mitochondrial alterations were observed, we
noted that the alterations were similar to those
described for epimastigotes (Fig. 3]). The venom
also caused an intense vacuolization of the eyvtoplasm,
in which no clear structures and organelles could be
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FFig. 1. Effect of boiled Cvv venom on the proliferation of
epimastigotes of Tryvpanosoma cruzi. Epimastigotes were
incubated for up to 3 dayvs at 28 °C with 0-3 gg/ml Cvv
venom previously boiled for 7-5 (-A-), 15 (-X-) and 30
(-0-) min at 93 °C. "I'r
previously boiled for 7-3 min caused a discrete decrease in

tment with Cvv venom

the growth rate of the parasite, whereas no effects were
observed when epimastigotes were incubated with venom

that had been boiled for 15 and 30 min. All treatments
were compared to treatment with LI'T medium alone
(=0=) or treatment with 0-3 gg/ml Cvv erude venom (-0-).
Values are the means from 3 independent experiments.

observed (Fig. 3H). In most trypomastigote forms,
however,
swollen organclles and blebs budding from the cell
body and flagellar membranes. In blebs,
rupture of the membrane structure could be observed
(IFig. 31, G, 1, ]). Despite the mitochondrial damage
in both epimastigotes and  trypomastigotes, the
imtegrity of the kinctoplast DNA
apparently preserved (Figs 2F, Hoand 3G, 1),

T'he observed swelling of the mitochondria prom-
pted us to treat 1. erusi epimastigotes and trypomas-
tigotes with Cvv venom for | day, followed by
labelling with Rh123 and analysis by flow cvtometry,
The analysis confirmed the results obtained by
TENL. When epimastigotes and  trypomastigotes
were treated with 0-5 and 0-3 gg/ml Cyvyv venom for
I dav, respectively, and then incubated with Rh123, a

we observed a dense cyvtoplasm  with

some

Ill.'l\\'()l'l\' wis

decrease in fluorescence was observed, suggesting a
venom-mediated interference in the proton electro-
chemical potential gradient of the mitochondrial
membrane. The reductions of the median fuor-
escence values of treated epimastigotes and trypo-
mastigotes were dose-dependent, with IV values
reaching —0-76 and —0-34 after Cvv treatment at
the LDsg, respectively ("Table 2).

The marked morphological alterations in the
plasma and organelle membranes led us to consider
that these cellular components could be among the
initial targets, or could possibly be the main targets,
of the Cvv venom. To evaluate PLA, activity in the
crude venom, we performed a turbidimetric assav
adapted from Marinetti (1965). Significant PLA,
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activity was observed in the crude Cvv venom at the
different concentrations used in this studyv. The
absorbance of the specific substrate was reduced by
almost half after the addition of 0-1=10 gg/ml Cvv
(IF1ig. 4A). The catalvtic activity of PLLA, present in
0-3 prg/ml of venom was inhibited by up to 60% in the
presence of 300z p-BPB (Fig. 4B). p-BPB also
inhibited the Ivtic activity of the venom in trypo-
mastigotes. T'rvpomastigotes incubated for 24h in
the presence of 0015, 003 and 0-6 gg/ml of Cvv venom
presented 30, 32 and 80% lvsis rates, respectively.
When trypomastigotes were similarly incubated in
venom that had been previously inhibited with
500 ux p-BPB, the lvsis rates ranged between 12
and 57% (IFig. 4C). Thus, the PLAS actuvity present
in the crude venom, as determined by p-BPB inhi-
bition, might be involved not only in parasite lysis
but also in the other effects observed by electron
MICroscopy.

An important aspect of chemotherapy for intra-
cellular parasites is that the drug may also gain access
to the cvtoplasm of host cells, interfering with the
growth or differentiation of
also possible, however, that the drug could directly
affect the host, interfering with the determination of
such results. Therefore, we analvsed the effects of
different concentrations of Cvv venom on the ultra-
structure and viability of non-infected LLC-MK,
cells. Lysis, inhibition of growth and ultrastructural

wracellular forms. It is

changes were only observed when cells were incu-
bated  with than
I mg/ml for 24 h (data not shown). These concen-
trations are much higher than the LD s, observed for
all 3 developmental forms of the parasite (Table 1).

T'he observation of Giemsa-stained infected 1L1LC-
MK, cells before treatment by light microscopy

venom concentrations areater

revealed an increasing number of intracellular amas-
tigotes on different davs of the experiment (Table 3
and Fig. 5C). Infected LLC-MK, cells treated with
different doses of Cvv venom demonstrated a sig-
nificant decrease in the number of parasites per
infected cell (Fig. 5A) and in the number of parasites
per 100 cells (Fig. 5B), as compared to the parasite
Infected

numbers determined in the control cells.

cells incubated for 72 h in the presence of 37-5 ng/ml
Cvv venom presented reductions of approximately 76
and 94% in the number of parasites per infected cell
and the number of parasites per 100 cells, respectively
(Fig. 53C, D). The incubation of infected cells
with 130 ng/ml Cvv venom not only significantly
inhibited the growth of intracellular forms after 72 h
of treatment but also caused a shight decrease in
the number of parasites per infected cell (IFig. 5A).
Ultrastructural analysis of intracellular amastigotes
after 48 h of treatment revealed significant changes in
cell structure when compared with the control. Cells
presented swollen vacuoles and lvsis of the cell
membrane (Fig. 5E, F). A large number of parasites
were observed in the supernatant of treated cell
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Fig. 2. Effect of Cvv venom on the ultrastructure of Trypanosoma cruzi epimastigotes observed using transmission
(A, E=H) and scanning (B=D) electron microscopy. Parasites were treated with 0-5 pg/ml Cvv venom for | day. A=B:

Untre

ed epimastigotes, showing tvpical elongated cell bodies and normal nuclear morphology (N), Golgi complex

(arrowhead in A), kinetoplast (k), mitochondra (arrow in A) and reservosomes (R); C=D: treated parasites presenting

swollen and twisted cell bodies (white star); E-H: treated parasites showing internal disorga

ation. The venom caused

an intense swelling of the entire parasite, including all organelles, with loss of cytoplasm components (E). Blebs budding
from the cell body membrane were observed (arrow in IF and H). T'he nuclear membrane also presented morphological

alterations (arrowhead in G). (H) Note the presence of myelin figures in the mitochondria (black star) and some altered

reservosomes. Scale bars: A, E=G =300 nm; B=-D=2 gm.

cultures after 48 h of treatment (Fig. 5D). The de-
tected developmental forms were amastigotes, inter-
mediary forms and T'DV trypomastigotes, which
were observed only in cells treated with Cvv venom at
concentrations lower than 250 ng/ml.

T'rypan blue staining of 'I'D Vs revealed that 89% of
the parasites were non-viable, and the ultrastructural
analvsis showed intense swelling of different orga-
nelles and  remarkable internal  disorganization
(Fig. 6B), including alterations of the mitochondria
(Fig. 6B, C) and leakage of nuclear content (Fig. 6C).
I'aking into account the possibility that even 10%
viability provide sufficient

could parasites to
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perpetuate the infection, we decided to use those
T'DVs for a new infection challenge in the absence of
Cwvv venom (Fig. 6). The isolation of viable TDVs
and control trypomastigotes is based on a mild
centrifugation of the cell culture medium followed
by incubation at 37 °C, at which time viable and
mobile trypomastigote forms leave the pellet and
are present in the supernatant, from which they can
be harvested by an additional centrifugation. We
observed a progressive reduction of approximately
63-92% of the number of infected cells from 48 to
144 h post-infection when LLC-MK; cells were
infected with T'DVs ('I'able 3). The number of
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IFig. 3.

(A,
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=]} and scanning (B=L) electron microscopy., Parasites were treated with 0-3 gg/ml Cvv venom for 1 dav, (A, I3)

Control parasites presenting a tvpical morphology with normal characteristics of the nucleus (N) and kinetoplasts (k).

(C=I2) Treated parasites presenting swollen and twisted cell bodies (white star in C and D), loss of membrane integrity

and cell lvsis (I and H). The main changes in the ultrastructure of the trvpomastigotes observed by’

M owere

shrinkage of the nuclear membrane (arrowhead mn the inset and in 1), the presence of clear areas in the evtoplasm

(star in 1), blebs budding from the cell body (arrow i G) and from the Hagellar membrane (arrows in IF and 1), and the

presence of swollen organelles (G). (]) Note the swollen mitochondria (black star). Scale bars: A, I'=] = 300 nm;

B-LE=2m.

amastigotes per 100 cells was also  significantly
reduced during the same period. After 48h of
infection, 15 parasites derived from T'DVs were
observed per 100 host cells, representing a reduction
of about 74% with respect to the number of parasites
observed in cells infected with control trypomasti-
cgotes. After 144 h of infection, a reduction of ap-
proximately 96% was observed ("T'able 3).

DISCUSSION

T'he development of anti-parasite chemotherapy
could emerge from the sereening of natural products
such as amimal venoms and plant essentials oils.
Snake venoms are complex mixtures of a large
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number of biologically active polvpeptides, appar-
ently inactive polvpeptides of unknown significance,
and small molecules such as adrenaline (Harris and
Cullen, 1990; Passero et al. 2007).

Epimastigotes (the insect-borne stage) and tryvpo-
stigotes (the infective Hagellate form) of 1. cruzi

m
were found to be sensitive to the venom. In com-
parison with previous studies using distinct crude

venoms against epimastigote forms of 1. cruzi, we
observed that the LD s, /day of Cvv for epimastigotes
(0-5 ug/ml}) was between those obtained with the
Jararaca and .
(Fernandez-Gomez et al. 1994; Goncalves et al.
2002; Deolindo et al. 2005). The lvsis of trypomas-

crude venom of B. cerastes

tigote forms, as performed in this study, was not
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Table 3. Evolution of intracellular development of TDV parasites in different post-infection periods

Time after Control of TDV% of Mo Control no. of TDV no. of Yo

infection (h) infected cells infected cells Reduction  amast./100 cells amast./100 cells Reduction
45 27-513.2% 9-7%0'5 63:0+£2:0 58-4120-1 152*2-5 740+ 43
72 204148 9-7+£0-8 67-112-9 71-8£25-1 14-5£2-3 79-7£3-2
96 32:8+9-4 44117 86:53%5:3 84:2+32-3 64124 92-4%2-3
120 42-4£15-8 37104 912111 106-:8£39-4 5:9%0-2 94-4£0-2
144 43:9£17-0 35203 92-0+0-7 114-7 X385 +4x0:6 961X 0-5

* Mean tstandard deviation. All assays were performed in triplicate and in at least 3 independent experiments.
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Fig. 4. PLA; activity of Cvy crude venom and inhibition by pBPB. (A) Curve showing the phospholipase activity of
Cvv venom (0-05=10 gg/ml) in the presence of specific substrate, T'he enzyme activity was measured 30 min after
addition of Cvv venom (0-05=10 geg/ml) to the substrate solution. (B) Effect of pBPB (100=500 gai) on the phospholipase
activity of Cvv venom (0-3 gg/ml). Data are expressed as means £ s.6.00. (#=35). (C) Inhibition of the PLA; activity of
Cvv venom treated with p-BPB. Lysis of trypomastigotes in the presence of Cvv venom plus p-BPB was evaluated.
Trypomastigotes were incubated for 1 day in RPMI medium in the presence of 0-15, 0-3 and 0-6 pg/ml of normal or
p-BPB (500 ga1)-treated Cvv venom. The following controls were used: (1) parasites incubated in RPMI medium
supplemented with 10% FCS (parasites + RPMI); (ii) parasites incubated in RPMI medium containing DNSO at the

same dilution present in the p-BPB final solutions (parasites + DNISO); (111) parasites incubated in RPN medium

containing 300 gy p-BPB (parasites + p-BPB).

evaluated in other studies of snake venoms. Although
the LDsq value for trypomastigotes (03 pg/ml) was
lower than that obtained for epimastigotes, the stat-
istical analysis revealed no differences between the
LDz, values for both developmental forms. Flow
cvtometry and ultrastructural analysis, however,
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indicated that Cvv venom possesses different mech-
anisms of action against epimastigotes and trypo-
mastigotes, as will be discussed later.

Labelling with Pl and Rh123 indicated different
behaviours for epimastigotes and trypomastigotes in
the presence of Cvv venom. After incubation of both
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Fig. 5. Light (C=D) and transmission electron microscopy (E=I) of Trypanasomea cruzi-infected LLC-NI cells
following Cvv venom treatment. (A-B) Infection of LLC-MIK; cells is almost abolished after treatment with 150 ng/ml
Cwvv venom for 4 davs, The low infection level was maintained by incubation with 37-3 to 75 ng/ml Cvv venom during
the same treatment period. (C, ) Control cells after 72 h of infection showing high infection rates with many
intracellular amastigotes (arrowheads). By TEMNL, the intracellular parasites presented a tvpical morphology of the
nucleus (N}, kinetoplast (k), and Hagellum (19). (D) Cells treated with 37-53 ng/ml for 48 h showed a very low level of
infection with few intracellular amastigotes (arrowheads). The LLC-MIK cells demonstrated normal 4-day culture
without alterations in size or shape. (I9) Intracellular amastigotes after 48 h of treatment with 37-3 ng/ml Cvv venom
presented an intense swelling of the evtoplasmic compartments (black star) with rupture of the cell membrane. Scale
bars: C=1D=20pum; E-F=1 ym.
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Fig. 6. Ultrastructural appearance and behaviour of
TDVs. Transmission electron microscopy analysis of
TDVs obtained from the supernatant of Cvv venom-
treated LLC-MI; cells (B-C) showing profound internal
disorganization with many swollen organelles (star in B);
changes in the organization of the chromatin and leakage
of the nuclear content like that of the cytoplasm (C);
mitochondrial swelling and loss of matrix content, as
compared to control trypomastigotes (A). Nucleus (N),
mitochondria (M) Golgi complex (GC), kinetoplast (k)
and Aagellar pocket (FP). Scale bars=0-3 ym.
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forms with their respective Cvv LDsg, 60% and 40%
of the epimastigotes and trypomastigotes, respect-
ively, were Pl-positive, indicating that lysis of the cell
membrane is an important aspect of the effect of the
venom. The analysis of Rh123 showed that at the
LDsg, reductions of approximately 76% and 34%
of the numbers of labelled cells were observed for
epimastigotes and trypomastigotes, respectively.

Ultrastructural analysis of treated epimastigotes
and trypomastigotes revealed differences in the ef-
fects of Cvyv venom that corroborate the How cvto-
metry results obtained for Pl and Rh123 staining.
Although similar morphological changes could be
observed in both developmental forms, epimastigotes
were significantly more swollen and presented greater
mitochondrial damage with myelin figures than trypo-
mastigotes. Most of the trypomastigotes had a dense
cyvtoplasm and non-swollen mitochondria, as shown
in Fig. 3G. The most characteristic lesion observed in
trypomastigotes was the presence of large membrane
projections budding from the cell body and the
Hagellum, confirming the action of the venom on the
parasite membrane.

All of the observed morphological changes in
addition to the How cyvtometry data suggest that
Cvv venom causes necrotic cell death in 7. cruzi. Our
results are similar to those of other groups who have
characterized the activities of several drugs against
T. cruzi epimastigote and trypomastigote forms
(Menna-Barreto et al. 2009). However, more studies
are necessary to characterize this phenotype.

T'he most important finding of the present study
was the effect of Cvv venom on the intracellular cvele
of the parasite. The proliferation of amastigotes, the
intracellular stage of the protozoan responsible for
the maintenance of infection in chagasic patients, was
inhibited at concentrations of venom significantly
lower than those necessary to kill trypomastigotes,
or even to cause damage to the host cells. The Cvv
venom was at least 10000-fold more toxic to the
amastigotes than to LLC-MK; cells. In addition,
at venom concentrations  that still allowed the
propagation of the entire intracellular cycle, we
observed after 3—4 dayvs of infection the presence
of intermediary and trvpomastigote forms in the cell
culture medium that presented several structural
changes similar to those described for the other
venom-treated parasites. We termed these parasites
T'DVs and found that they were unable to initiate a
new intracellular evele even in the absence of venom.
"T'his finding was confirmed by not only the reduced
number of infected cells in culture but also the
number of amastigotes per 100 cells.

We did not elucidate the exact mechanism respon-
sible for the trypanocidal action of Cvv venom, but in
contrast to B. jararaca venom, the activity of Cvv
venom was inhibited after boiling for 30 min
(Gongalves et al. 2002), suggesting the involvement
of peptides and enzymes in the process.
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Some PLASs isolated from snake venoms have
been reported to possess the ability to induce toxicity
in muscle cells, with remarkable effects on the plasma
membrane and mitochondria (Gutiérrez and Ownby,
2003). Ownby et al. (1997) have shown that Cvv
venom contains a basic polyvpeptide similar to the
PLA> myotoxins present in other snake venoms that
have been shown to cause lvsis of the plasma mem-
brane. The general consensus on the mechanism of
action of PLLAs is that the plasma membrane is the
primary site of action. Our results demonstrating
the partial inhibition of Cvv crude venom activity in
the presence of p-BPB indicated that among the
molecules present in the crude extract cells, PLA,
might act directly on the parasite, and other com-
pounds present in the Cvv total extract could
function synergistically with PLLAS on the parasites.
T'his could explain the remaining action (about 30%)
of the venom partiallv inhibited with p-BPB under
conditions of 0-3 gg/ml Cvv venom and LDj3/1 day
treatment.

In addition to different enzvmatic activities, some
previous studies have shown that L-amino acid oxid-
ases (L-AAOs) isolated from different snake venoms
have the ability to kill Leishmania spp. and 1. cruzi
Ciscotto ef al.

trvpomastigotes (T'empone et al. 2001;
2009). The enzymes that are largely responsible for
the vellow colour of snake venoms convert free amino
acids into ¢-keto acids and produce hvdrogen per-
oxide and ammonia ("T'u, 1996). Cvv venom exhibits
an intense vellow colour, suggesting the presence of
L-AAQO activity. A svnergistic action between PLAS
and L-AAO could be responsible to the observed
cffects on the parasites.

It 1s well known that the major limitation of
the drugs currently available for Chagas’ disease is
the reduction of anti-amastigote activity during the
chronic form of the disease, probably due to the
limited tissue penetration (Urbina and Docampo,
2003). T'he present study demonstrates the potential
cffects of Cvv venom mainly against the intracellular
forms of the parasite. The search for alternative
treatments with different drugs or different drug
combinations mav improve the efficacy of treatment
for Chagas discase.
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Abstract: Protozoan parasites cause disease in humans worldwide, and many fall into the genera Trypanosoma and
Leishimania: these parasites are responsible for African trypanosomiasis. Chagas disease and the different forms of
Leishmaniasis. Strategies for the development of new drugs against these protozoans have been based on their cell biol-
ogy and biochemistry complemented by the use of electron microscopy. Trypanosoma and Leishmania have special orga-
nelles that are involved in metabolic pathways, which are very distinet from those in mamumnalian cells: these organelles
are potential drug targets. Scanning and transmission electron microscopy can identify not only the target organelles but
also alterations to the cell surface and ultrastructural changes that characterize distinet forms of programmed cell death.
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1. INTRODUCTION

Parasitic protozoans of the genera Iipanosoma and
Leislhmania infect millions of people around the world. The
diseases (African sleeping sickness, Chagas disease and
leishmaniasis) caused by these parasites are in the group of
13 neglected tropical diseases classified by the World Health
Organization. All of them occur in areas of extreme poverty
and are forgotten by the government, while chemotherapy in
patients is not economically attractive to pharmaceutical
companies. Other factors that make this situation even worse
are the lack of effective vaccines, the use of old. toxic drugs
with variable efficacy and parasite resistance. the parenteral
administration and the length of weatment [1-3].

Despite the lack of interest of different governments in
eradicating these diseases, the trypanosmatids (even those
not pathogenic to mammals) are the primary focus of various
research groups around the world as important models for
studying certain aspects of basic eukaryotic cell biology.
Ulrastructural. physiological. biochemical and molecular
approaches have shown that typanosmatids (like other
protozoan parasites) present special organelles. different
metabolic pathways and special classes of enzymes. These
features can be targeted for the development of new specific
chemotherapeutic agents. including those isolated from nat-
ral compounds that can minimize the toxic effects on the
host [3. 4-7].

In this review we will discuss how electron microscopy
can help to identify the cellular locations of molecular tar-
zets of several drugs in different developmental stages of
Trypanosoma brucei, T. cruzi and Leisimania spp. We will

*Address correspondence to tlus author at the Laboratério de Ulrraestutura
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also describe in detail the effects of drugs on the ultrastiue-
ture of the parasites.

2. ULTRASTRUCTURAL ASPECTS OF DRUG-
TREATED PARASITES

Scanning and fransmission electron microscopy have
been frequently used in the smudy of drug-treated parasites.
With the scanning electron microscope (SEM). changes in
cell shape (shrinking. swelling. twisting). loss of the flagel-
lum and cell membrane rupture can be observed. With the
transmission electron microscope (TEM), the fine structure
of the cell membranes and the different organelles can be
observed. Changes in composition of the organelles can be
analyzed by cytochemical techniques. X-ray microanalysis
or electron spectroscopy with loss of energy [8]. A brief ex-
planation of the normal morphology of the parasites and the
mechanism of action of the different classes of drugs will be
presented.

2.1. Mitochondria

Trypanosmatids have only one highly ramified mito-
chondrion distributed throughout the protozoan body as re-
vealed by observations of thick serial sections and of whole
cells with high-voltage electron microscopy [8]. The mito-
chondrion is present in all developmental forms of the dif-
ferent trypanosmatids, and significant changes in the mor-
phology of the organelle were observed in African Trypano-
somes and i Herperomonas samuelpessoai depending on
the metabolic activity of the parasites. The morphological
differences observed included changes m the relative volume
of the mitochondrion in relation to the whole cell, the pres-
ence of cristae and the expression of mitochondrial enzymes.
Although no differences in mitochondrial structure were
observed among the three developmental stages of T. cruzi
and Leishmania, differences in molecular composition can-
not be ruled our and could be important to define new mo-
lecular targets.
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The most frequent effect of different chemotherapeutic
agents on trypanosomatid mitochondria i1s swelling of the
organelle. the intensity of which varies according to the type
and concentration of the drug and the time of incubation [9.
10].

Cationic drugs, such as erystal vielet, which are used to
prevent transfusion-associated Chagas disease and aromatic
diamidines were the first drugs to be used in chemotherapy
against pathogenic trypanosmatids [11-15]. The effect of
crystal violet on T. ¢ruzi is due to enhancement of produc-
tion of reactive oxygen species (ROS) that inhibit mitochon-
drial respiration and cause its swelling, which is more in-
fense in trypomastigotes [14].

Aromatic diamidines (such as pentamidine) have been
used with success for more than 60 years in the therapy and
prophylaxis of African trypanosomiasis and antimony-
resistant visceral leishmaniasis [16. 17]. They have been
described as DNA binders but also inhibit multiple classes of
enzymes such as proteases, topoisomerases. polymerases,
and others [15]. More recently. new diamidme-related ana-
logues were developed that present improved anti-parasitic
activity against I. cruzi and Leishmania [18, 19]. In T. cruczi.
some of the new compounds (classified as reversed
amidines) presented a high level of activity against amastig-
otes and trypomastigotes both in vive and in virro [18-26].
Ultrastructural analysis showed that the different aromatic
diamines displayed similar effects in T. brucei, T cruzi and
Leislmania. characterized by the presence of swollen mito-
chondria presenting low electron-density structures. frag-
mentation of the membrane and erista and mitochondrial
disruption [12. 13. 18, 20, 23, 24, 27-32].

T. cruzi and Leisimnania mitochondria are altered when
the parasites are incubated in the presence of sterol biosyn-
thesis inhibitors (SBIs). Sterols are constimuents of cellular
membranes that are essential for their normal structure and
function. The success of SBIs in the treatment of Chagas
disease and leishmaniasis is mainly due to a particular aspect
of sterol biosynthesis in these parasites: unlike mammalian
cells and similar to fungi. some members of the Trypanoso-
matidae family synthesize a special class of sterols (1.e..
ergosterol and other 24-methyl sterols) instead of choles-
terol. Ergosterol biosynthesis depends on the presence of a
specific enzyme. A “sterol methyltransferase (SMT).
which is not found in mammalian cells. and the use of its
specific inhibitors has potential as an effective chemotherapy
[9]. Several drugs that interfere with sterol biosynthesis were
used in studies with T. ciuzi. I. brucei and Leislmania.
These include statins. which act on the mevalonate pathway
by inhibiting HMG-CoA reductase [33]: biphosphonates.
which nterfere with the 1soprenoid pathway m the step cata-
lyzed by farnesyl diphosphate synthase (FDS) [34]:
zaragozic acid and quinuclidines. which are inhibitors of
squalene svnthase (SQS) [35]: allylamides such as terbi-
nafine. which are inhibitors of squalene epoxidase [33]: az-
oles such as ketoconazole. fluconazole, itraconazole. vori-
conazol and pozoconazole. which inhibit Cl4c-demetilase:
and azasterols. which inhibit SMT.

Morphological changes observed in the mitochondria of
frypanosmatids can be explained by the presence of ergoste-
rol in their membranes [36]. Ketoconazole produces an in-
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tense swelling of the mitochondrion. which may occupy up
to 80% of the cell volume i I. cruzi with loss of inner
membrane organization and matrix contents [37]. The com-
bination of ketoconazole and terbmafine. in addition to in-
ducing swelling. also caused the formation of paracrystalline
arrays within the matrix of the Leisinnania mitochondrion
37. 38]. SQS inhibitors produce mitochondrial swelling,
separation of the outer and inner membranes and the pres-
ence of myelin-like figures and concentric membranes in the
mitochondrial matrix [39-42]. The same effects were ob-
served after treatment of 7. cruzi and Leishmania with SMT
mhibitors [43-46]. No alterations in mitochondrion structure
have been described in T. ¢7uzi after incubation in the pres-
ence of miconazole or econazole [47].

Lysophospholipid analogues (LPA) are a class of com-
pounds that have been developed as anticancer agents. Their
mechanism of action is based on their ability to insert into
the membrane lipid bilaver and to change properties such as
permeability, fluidity and signal transduction. LPA also
mterfere with the synthesis. breakdown and modification of
membrane lipids [48]. More recently. these compounds were
also tested against Leishmania and T. cruzi [49]. Miltefosine,
edelfosine and ilmofosine caused swelling of Leis/mania
mitochondria and the presence of concentric membranes in
the mitochondrial matrix [50]. No alterations were observed
when T. cruzi was treated only with edelfosine: however.
combined treatment with LPA analogues plus ketoconazole
mduced mitochondrial swelling [51. 52].

Lapachol and PB-lapachone are naphtoquinones isolated
from Tabebuia spp. trees that show activity against viruses,
mumoral lineages and pathogenic microorganisms [53]. The
mechanism of action of these compounds mnvolves the gen-
eration of free radicals. which promote mitochondrial dys-
function. The effect of naphtoquinones and thewr naph-
thoimidazole derivatives on mitochondrion structure are
drastic. with an intense swelling and the presence of intra-
mitochondrial vesicles [54-58].

The polvamine biosvnthetic pathway has been shown to
be an effective target for treatment against diseases caused
by protozoan parasites. In trypanosmatids. the inhibition of
polvamine synthesis impairs the synthesis of trypanotione,
which is essential for protection of the parasite against reac-
tive oxygen species produced by the host [59]. Interference
in the synthesis of polvamines with eflornithine or DFMO
(difluoromethylornithine). a selective irreversible inhibitor of
ornithine decarboxylase (ODC). induces changes in the dif-
ferentiation process in I. b. gambiense. However. it was not
effective against Leishmania or T. cruzi due to differences in
the gene and an inability to produce significant amounts of
putrescine, respectively [60-63]. Use of the putrescine ana-
logue 1.4-diamio-2-butanone (DAB) caused mhibition of
the proliferation of Leisimania and I. cruzi and severe dam-
age to the mitochondrion characterized by swelling. fenestra-
tion and the presence of few cristae [64-68].

Alternative treatments have been mtroduced mto the
chemotherapy of parasitic diseases. and many studies based
on the use of synthetic compounds. plant extracts. natural
products and venoms have been published. The biological
activity of natural products is mainly associated with the
presence of compounds such as flavonoids. aromatic acids.
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Fig. (1). Ultrathin sections showing untreated parasites presenting typical morphologies. (A) An L. amazonensis promastigote. (B-C) A T.
cruzi epimastigote and a trypomastigote, respectively. N, nucleus: K, kinetoplast: M, mitochondrion: F. flagellum: R, reservosome. Bars: 1
um. (A) Courtesy of J. C. Rodrigues. (B) Image from T. Souto-Padrén. (C) Image reproduced with permission from Ref. [58] © (2009) El-

sevier.

peptides and others. Although many studies have been pub-
lished on 7. cruzi, T. brucei and Leishmania. few have char-
acterized the effects of these products on the ultrastructure of
the parasites. Mitochondrial swelling and the presence of
concentric membrane structures in its mairix were observed
after incubation of Leishmania and T. cruzi with any of the
following: linalool-rich essential oil of Croton cajucara [69].
usnic acid from the lichen Cladonia substellata [70], extract
of the marine sponge Plakortis angulospiculatus [71], extract
of the seeds of Pterodon pubescens with geranylgeraniol
(GG-OH) being the most active fraction [72]). propolis [73].
taxol isolated from Taxus brevifolia [74]. dinitroaniline her-
bicides [75]. B-carbolines [76]. chalcones from Piper adun-
cum [77]. or neolignan from leaves of Piper regnellii [ 78].

2.2. Kinetoplast

The kinetoplast is a fibrous network of the mitochondrial
DNA (kDNA) of the protozoa Trypanosomatidae and Bo-
donidae. The kDNA. which represents about 30% of the total
cellular DNA, may be dispersed or concentrated in a special-
ized region of the mitochondrion near the basal body, from
which the flagellum emerges [79]. The kinetoplast shape and
its localization relative fo the nucleus vary according the
developmental stage of the different trypanosmatids. Two
main forms are observed in T. cruzi, T. brucei and
Leishmania: a compact rod- or bar-shaped structure observed
in epimastigotes, promastigotes and amastigotes and a round
form with a more disperse array of the kDNA filaments,
which is found in trypomastigote forms. The kKDNA is com-
posed of two circular types of DNA, maxicircles (small in
number), which encode rRINAs and mitochondrial proteins,
and thousands of minicircles, which encode guide RNAs that
modify the maxicircle transcripts in a process known as
RNA editing. According to Motta, maxicircles and minicir-
cles are connected in a special catenated network array that
resembles the chain mail of medieval armor [80]. Kineto-
plast DNA minicircles have extensive closely-spaced phased
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AT sequences that yield curved double-helical structures and
provide potential cellular targets for diamidines that have AT
sequence binding specificity [81].

The main alteration observed in the kinetoplast as an ef-
fect of the different drugs cited above is the disorganization
of the kDNA network. There are different grades of disorga-
nization such as: a) looser organization of the DNA fila-
ments in the kDNA network; b) fragmentation of the kDNA,
forming many clusters of electron-dense structures inside the
mitochondrion: and ¢) compaction and multiple kKDNAs.

Looser kDNA organization is observed when parasites
are incubated with naphtoquinones and naphthoimidazoles
[55-58]. Sometimes, the disorganization of the kDNA net-
work, which has mainly been observed in trypomastigotes,
seems to be the result of the severe swelling of the mito-
chondrion and the loss of the inner membrane. In contrast,
aromatic diamidines [18, 20-23], natural and synthetic p-
carbolines [76]. topoisomerase inhibitors [80, 82. 83]. and
DAB [68] cause a drastic effect: the destruction or fragmen-
tation of the kDNA network in promastigotes and amastig-
otes of Leishmania and in trypomastigotes of T. cruzi. These
effects were not observed in the kinetoplasts of epimastigote
forms of T. cruzi. It is important to note that the looser
kDNA aspect observed in pathogenic trypanosmatids after
chemotherapy is not similar to the constitutive looser ar-
rangement observed in endosymbiont-bearing trypanos-
matids. such as Blastocrithidia culicis. Crithidia deanei and
Bodo spp. [80].

Compaction of the kDNA filaments and the presence of
multiple kinetoplasts were obtained after treatment of T.
cruzi epimastigotes with piperine, which is an alkaloid of the
Piper species. In some parasites, more than one individual-
ized kinetoplast can be observed, mimicking the effects of
cytoskeleton inhibitors. In other parasites, however, up to
three KDNA bars can be seen inside the same mitochondrion
[84].
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No structural changes i the kDNA network of T. ¢7uzi or
Leislnania were described in the presence of LPA ana-
logues or SBIs. [37. 39-42. 44-46. 50. 52].

2.3. Nucleus

The trypanosomatid nucleus presents a typical nuclear
membrane with pores, condensed chromatin of varied den-
sity dispersed throughout the nuclear matrix up to the nu-
clear periphery. The nuclear envelope remains intact during
the entire division process. with the appearance of intranu-
clear microtubules. chromarin dispersion and initiated forma-
ron of of dense plates. the number of which varies according
to the wrypanosomatid species [8].

Some ultrastructural effects observed in the nucleus in
the presence of different drugs indicate which death pathway
the protozoan is undergoing. Different compounds may -
duce different types of programmed cell death (PCD). mn-
cluding apoptosis (type I PCD). autophagic cell death (tvpe
II PCD) and programmed necrosis (type III PCD) [10. 57,
58].

Aromatic diamidines and related analogues are DNA
minor groove-binding ligands at AT sequences. and they
exhibit strong antiparasitic activity [17]. Furamidine (DB735),
its  N-phenyl-substimited analogue (DB369) [18]. and re-
versed [22. 23] and aromatic dianmidines [26, 85] mnduce se-
vere alterations in nuclear morphology. After DB75 and
DB569 treatment. 7. ciuzi trypomastigotes presented charac-
teristics of type I PCD [20. 21].

Treatment of L. chagasi promastigotes with ER-119884,
an SQS mhibitor. resulted in altered nuclear chromatin orga-
nization with some alterations in the nuclear envelope [42].

One of the most remarkable ulastucnural effects ob-
served m 7. ¢wzi weated with naphthofuranquinones is
strong nuclear envelope swelling [57. 58]. Sumilar effects
were seen in L. chagasi promastigotes treated with telocino-
bufagin. a steroid 1solated from Rhinella jimi parotoid
macrogland secretions [86)]. and in T. ¢ruzi forms treated
with Ocimnn basilicum  essential oil [87] or L-leucine
methyvl ester (Leu-OMe) [88]. where the condensed nuclear
material became separated from the nuclear membrane with
leakage of its content.

Treatment with different DNA topoisomerase mlubitors
causes morphological alterations to the parasites’' nuclei.
Characteristics like nuclear envelope distension and chroma-
tin condensation were observed in I. ¢rwzi epimastigotes
after incubation with bacterial DNA topoisomerase type II
[89]. Recently. the use of asparty] peptidase inhibitors (PIs)
has been demonstrated to exert a direct effect on Leishmania
[90. 91]. L. amazonensis promastigotes treated with lopi-
navir. an HIV PIL presented condensed chromatin close to
the nuclear envelope. a featmure suggestive of apoptotic death
[91].

T. cruzi trypomastigotes treated with suramin exhibited
an altered nuclear division pattern and frequently presented
irregular or multiple nuclei [92]. Vinblastin-resistant L. ama-
zonensis also presented dysfunctional cytokinesis. in which
the resistant promastigotes showed multiple nuclei [93]. This
characteristic was found i parasites treated with the squa-
lene synthase inhibitors BPQ-OH, ER-119884 and E5700:
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promastigotes were frequently multinucleate with unusual
chromatin condensation [40. 41]. L. amazonensis amastig-
otes treated with edelfosine also presented abnormal num-
bers of nuclei [50].

2.4. The Cell Surface

The cell surface of rypanosmatids, as observed by TEM,
is composed of three different components: the cell coat (or
glvcocalyx). the cell membrane and the sub-pellicular micro-
mbule layer. The cell coat 1s in direct contact with the extra-
cellular medium and is composed of oligosaccharides asso-
ciated with membrane lipids and proteins. The use of freeze-
fracture and freeze-etching with TEM has shown that the cell
membrane of trypanosmatids presents domains characterized
not only by a distinet chemical composition, but also by as-
sociation with the sub-pellicular microtubules. The first and
largest domain is composed of the membrane lining the cell
body. The second and the third are the flagellar membrane
and the flagellar pocket membrane, respectively [94].

Different drugs have different effects on the cell body
and the flagellar membranes. Aromatic diamidines [26] and
reversed diamidines [22, 23] cause detachment of the plasma
membrane in areas where sub-pellicular micrombules are not
observed. The presence of blebs budding from the cell body
membrane and from the flagellar membranes are observed in
epimastigotes of I. crwzi and promastigotes of Leishmania
amazonensis after treatment with SMT [39. 46] and SQS
inhibitors [41]. respectively. Rupture of the flagellar mem-
brane was also observed in promastigotes of Leishmania
chagasi incubated in the presence of BPQ-OH. an SQS -
hibitor [42].

Synthetic naphtoquinones caused the formation of blebs
in the plasma and flagellar membranes of T. ¢ruzi epiumastig-
otes [58]. Naphthoimidazoles derived from [-lapachone
showed a preferential effect on trypomastigotes in which
bleb formation was observed throughout the cell body and
flagellar membranes. Blebs associated with the cell body
membrane did not present any sub-pellicular microtubules
[57].

Lysophospholipid analogues caused the formation of
blebs in L. amazonensis and T. cruzi. and the effects were
more evident when edelfosine. miltefosine and ilmofosine
were combined with ketoconazole [50-52].

Plasma membrane distuption was described after weat-
ment of I. cruzi and I. brucei with antimicrobial peptides
such as defensins and cathelicidins. respectively [95. 96].
and 1 Leisimmania after incubation with cecropin A-melittin
peptides and with the essential oil of Croron cajucara [69.
97].

The last kind of cell surface change observed after weat-
ment of rypanosmatids with different drugs is alterations in
the amount and/or localization of surface molecules. Do-
campo er al. showed that weatment of 7. ¢7wzi with micona-
zole and econazole caused enhanced response of the parasite
to the lectins WGA (wheat germ agglutinin) and PHA (phy-
tohemagglutinin) [47]. Treatment of T. ¢ruzi with suramin. a
symmetrical polvsulfonated derivative of urea used i the
prophylactic freatment of human trypanosomiasis in Africa.
caused increased activity of a Mg ecto-ATPase and the
FRA antigen and redistribution of negative surface charges.
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Alterations in extracellular components in the region of ad-
hesion between the cell body and the flagellum and an in-
crease in the adhesion of epimastigotes to resident macro-
phages were also observed [92. 98, 99].

2.5, Cytoskeleton

Trypansomatids present a continuous layer of micro-
rbules immediately below the cell membrane. named the
sub-pellicular microtubule layer. They are distributed
throughout the protozoan body. with the exception of the
flagellar pocket. The number of microtubules varies in dif-
ferent regions of the body of the parasite. but they are regu-
larly spaced and connected by filaments to each other. to the
inner face of the plasma membrane and to cvtoplasmic orga-
nelles. such as the endoplasmic reticulum. One of the charac-
teristics of the sub-pellicular microtubules is their high pro-
portion of acetylated and/or polyglutamylated tubulins,
which make them very stable [100]. Although acrin and ac-
tn-binding proteins have been characterized in trypanos-
matids. m I. ¢uzi they do not seem to be associated with
sub-pellicular microtubules, as observed i Leisimania
[101].

No damage to sub-pellicular microtubules was observed
after wreatment of T. cruzi and Leislinania with taxol. colchi-
cine. vinblastine. trifuraline and ansamitocin P3. piperine or
suramin. However. changes in the shape of the parasites. the
presence of multiple flagellae, aberrant cell types with
multiple kinetoplasts and absence of a nucleus were ob-
served: these changes are probably due to incomplete differ-
entiation and cytokinesis [74, 75, 84. 92. 102, 103]. Disorga-
nization of the sub-pellicular micrombule laver was only
observed m amastigotes of I. ¢7uzi incubated in the presence
of reversed anudines [22. 23].

2.6. Endoplasmic Reticulum and Golgi Complex

The endoplasmic reticulum (ER) and the Golgi complex
(GC) mn trypanosmatids have the same basic structure as that
observed m all eukaryotic cells. The localization of the GC
may vary according to the developmental form analyzed. but
in all cases the CG remains near the flagellar pocket. Differ-
ent classes of drugs affect the physiology of the ER-Golgi
system. resulting in ultrastructural changes.

Sterol biosynthesis mhibitors have pronounced effects on
the ER and GC [41]. Treatment with terbinafine and differ-
ent azole derivatives caused modifications in ER-GC struc-
tures. which were characterized by the presence of large
multivesicular bodies and autophagic structures [37. 38]. The
inhibition of squalene synthase (SQS) by different inhibitors,
such as BPQ-OH. ER-119884 and E5700. caused disorgani-
zation and fragmentation of Golgi complex cisternae. the
appearance of mvelin-like figures in the cytoplasm and an
increase in the number of autophagosomal structures and
multivesicular bodies characteristic of autophagy. [39-42]

Another class of enzyme inhibitor that has been exten-
sively tested against I. cruzi 1s the cysteine protease mhibi-
tors (CPI) [104-106]. They showed remarkable effects on
GC suucture in 7. ¢ruzi epimastigotes and intracellular
amastigotes. which presented an increase in size and in the
number of cisternae (from 5-7 to up to 16) in addition to the
presence of dilated vesicles.
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Epimastigotes and tryvpomastigotes treated with protein
kinase (PK) and phosphatidylinositol-3 kinase inhibitors.
such as genistein, stawrosporine and wortmannin. also pre-
sented autophagosomal structures that were characterized by
ER profiles surrounding several organelles [107].

Swelling of the ER-Golgi system 1s a common effect m
T. cruzi trypomastigotes treated with reversed anudines [22.
23] and DAB [66]. Vinblastine treatment also caused
Leisihmania ER cisternae to protrude ourward and to contact
the plasma membrane [93].

Natural products like plant-derived drugs, essential oils
and animal venoms have remarkable effects on protozoa.
Proanthocyanidin (an ethanolic extract from the Kola acumi-
nata plant) seems to drastically increase the I. brucei rough
ER content and the Golgi apparatus. which present up to
seven to eight cristae [108]. In addition to inducing ER pro-
files suwrrounding cytoplasmic membrane structures, [-
lapachone derivatives also induced remarkable Golgi alter-
ations, like disruption and enlargement of the mans-Golgi
network cisternae [55. 56]. Similarlv. GG-OH treatment also
cansed effects on I. ¢ruzi such as ER profiles swrounding
organelles and myelin-like figures [72]. suggesting an auto-
phagic death pathway in response to both compounds. Dila-
tion of the Golgi complex cisternae is also one of the effects
of Brazilian green propolis on T. ¢ruzi epimastigotes [109].

2.7. Endocytic/ Exocytic Related Organelles

The survival of trypanosmatids in distinet environments
requires exogenous molecules that are internalized by fluid-
phase and receptor-mediated endocvtosis [110-113]. The
endocytic pathway in typanosmatids presents a singular
architecture. in which the mtracellular itinerary and delivery
of ternalized molecules vary significantly according to the
developmental form analyzed [114. 115]. In trypomastigote
forms of T. brucei. the endocytic/exocytic apparati are re-
stricted to the posterior region of the cell between the flagel-
lar pocket and the nucleus. However. in epimastigotes of T.
cruzi and promastigotes of Leishmania, molecules that enter
the cytostome or are internalized from the flagellar pocket
pass through a network of tubules and vesicles extending
from the anterior to the posterior end of the parasite [112.
116-118]. The nature and the morphological aspect of the
compartments of the endocytic/exocytic pathway m trypan-
osmatids vary according the species analyzed. In African
trypanosomes. the compartments are similar to those de-
scribed in mammals. including the presence of lysosomes.
Leishmania and T. ¢ruzi. however. present different com-
partments that are potential diug targets.

Aromaric diamidines. such as pentamidine. caused re-
markable changes in the flagellar pocket of amastigotes from
L. mropica [12] and trypomastigotes of T. rhodesiense [119].
The flagellar pockets were frequently dilated and filled with
double membrane-bound bodies that budded from the flagel-
lar pocker membrane. The same phenomenon was also ob-
served 1 promastigotes of L. amazonensis after incubation
in the presence of azasterol and squalene synthase inhibitors.
suggesting alterations in the secretory pathway [41. 44].

The lysophospholipid analogues (LPAs) edelfosine.
miltefosine and ilmofosine, in addition to inducing the for-
mation of vesicles and myelin-like figures in the flagellar
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Fig. (2). Momphological alterations of parasites after different dmg treatments. (A) An L. amazonensis promastigote treated with an SMT
inhibitor for 96 h displaying a swollen mitochondrion and kinetoplast, altered nuelear chromatin distribution and presence of RE profiles
(thick arrow). (B) Trypomastigote forms treated with naphthofuranqumone presentmg mitochondnal swelling with mtra-mitochondnal vesi-
cle formation (thick amrows), mereased cytoplasmic vacuoles (V). and strong nuclear envelope dilation (thin arrows). (C) L. amazonensis
promastigotes showing intense mitochondrion swelling after A" sterol methenyl mransferase inhibitor incubation. (D) L. amazonensis pro-
mastigotes forms presentmg altered mitochondiia with intense swelling and a less electron-dense matnx (arrows). alterations in the nuto-
chondrial membranes such as the separation of the inner and outer membranes (arrowheads). and the presence of some concentric membranes
and myelm figures i the matrix (arrows). (E) Naphthoimidazole (derived from p-lapachone) treatment leads to kDNA disorgamization, swell-
ing of the mitochondrion (asterisk). a decrease in the electron density of acidocalcisomes (arrowheads) and abnormal chromatin condensation
(arrow). (F) Epimastigotes treated with edelfosine plus ketoconazole display alterations m the mitochondrion (arow). plasma membrane
(arrowheads), and appearance of multinucleated parasites (asterisks). (G) L. amazonensis promastigotes treated with 3 pM BPQ-OH for 24 h
display large vacuole-contaming vesicles with a part of the cytoplasm. and some alterations in the Golgi complex (arrowheads). (H) L. ama-
sonensis promastigotes treated with an SQS inhibitor showing the presence of many hipid droplets with distmet morphologies in the cvto-
plasm. a population of lipid bodies surounded by a monolaver (thick arrows and star), and the presence of mcreased mumbers of electron-
dense nclusions. confinming the alteration m the sterol content. (I} L. amazonensis promastigotes showing several alterations m the flagellar
membrane (arrowheads) after BPQ-OH treatment. (J) Some epimastigotes treated with the alkaloid piperine display triple k-DNA without
complete division of the parasite. (L) Suramm treatment results m differentiation of trypomastigotes, which present up to three basal bodies.
N. nuclens: K. kmetoplast: M. mitochondrion: F. flagellum. Bars: A C: 6 jm: B.DCE: 2 po Fr 025 e G: 0015 o H: 005 pome: L0 1 o
L: 0.3 . (A) Courtesy of 1.C. Rodrigues: (B) Image reproduced with permission from Ref. [58] © (2009) Elsevier; (C) Cowrtesy of 1.C.
Rodrigues. (D) Image reproduced with permission from Ref. [40] © (2005) Elsevier: (E) Image reproduced with permission from Ref. [55] ©
(2005) Oxford University Press: (F) Iinage reproduced with pernussion from Ref. [31] © (2005) Oxford University Press: (G) Image repro-
duced with permission from Ref. [40] © (2005) Elsevier: (H) Image reproduced with permission from Ref. [41] © (2007) American Society
for Microbiology: (I) Image reproduced with permission from Ref. [40] © (2005): (J) Image reproduced with permission from Ref. [84] ©
(2008) Springer-Verlag: (L) Image reproduced with permission from Ref. [92] © (2008) Elsevier.
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pocket of L. amazonensis promastigotes [50]. also induce
morphological alterations in the reservosomes i epimastig-
otes of T. ¢ruzi, which are characterized by swelling and the
concentration of several reservosomes near the nucleus [51].
Reservosomes are also the main targets of cysteine protease
antagonists. After mcubation of epimastigotes m the pres-
ence of Z-(SBz)Cys-Phe-CHN.. an ureversible cysteine-
protease inhibitor. reservosomes became enlarged and more
electron-dense [120].

Treatment with p-lapachone derivatives, anti-microtubule
agents. risedronate or propolis induced various alterations in
reservosome ultrastructure characterized by marked alter-
ations in thewr morphology and m their electron density. due
to inhibition of endocytic actvity and/or to the increased
degradation of the protein matrix. The presence of electron-
lucent rod-shaped inclusions was observed [56. 73. 74. 103,
109, 121].

Active plant components also interfere with compart-
ments of the endocytic pathway in trypanosmatids. The
proanthocyanidin from Kola acuminara caused enlargement
of the flagellar pocket and of the lysosome-like structures as
well as the formation of multivesicular bodies m blood-
stream I. brucei [108]. Flagellar pocket swelling was ob-
served in L. chagasi promastigotes treated with Cymbopogon
citratis essential o1l [122].

2.8. Acidocalcisoines

The acidocalcisome 1s an acidic electron-dense organelle
enclosed by a single membrane that is found in all members
of the Trypanosomatidae family. The number and size of
acidocalcisomes in a cell varies. and they can be observed in
all developmental forms of T. ¢wzi. I. brucei and
Leishmania. The electron-dense matrix contains sodium.
magnesium, potassium, calcium. zine. iron and phosphorous
in the form of morganic pyrophosphate and polyphosphate,
as determined by electron microscopy microanalysis and
energy—filtered transmission electron microscopy. In addi-
tion to storing the 1ons listed above. acidocalcisomes are also
involved m pH homeostasis and osmoregulation. In some
protozoan parasites (including trypanosmarids). the acidocal-
clsomes present enzymes that are not found or different from
those found in manunals. such as the vacuolar proton trans-
locating pyrophosphatase (V-H -PPase) and a soluble inor-
zanic pyrophosphatase (PPase) [123.124]. They are inhibited
by vartous bisphosphonate pyrophosphate analogues, some
of which are commercially available for the treatment of
bone resorption diseases.

Aromatic diamidines. such as furamudine and the other
fluorescent compounds suramine and chloroquine, were ob-
served to accumulate in the acidocalcisomes of T, brucei [30.
31, 125]. Naphthoimidazole N1. a [-lapachone derivative,
caused a decrease in the electron density of acidocalcisomes
in T. eruzi trypomastigotes [55]. The most evident effect on
the ultrastucrure of acidocalcisomes was described
Leishmania amazonensis atter treatment with the SBIs keto-
conazole and terbinafine. The authors described a change in
electron density of the cytoplasm. an increase in volume and
in the number of the organelles. and the presence of acido-
calcisome cores inside large vacuoles presenting character-
istic autophagic-like structures. This last feature was also
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observed after incubation of Leis/imania with the SBI 22, 26-
azasterol [44]. An increase m acidocalcisome volume was
also observed after incubation of L c/iagasi promastigotes in
the presence of essential oil from C. cimams. Lippia si-
doides. and Ocimum gratissimum [122].

2.9. Glvcosomes

Glycosomes are spherical or elongated structures with a
homogeneous matrix surrounded by a single membrane.
Most of the glvcolytic pathway of trypanosmatids takes
place in this organelle [126]. Besides glycolytic activity.
which in wypanosmatids plays an essential role in their ATP
supply. other metabolic pathways have been described to
occur in glycosomes. such as isoprenoid and sterol biosyn-
thesis. The enzymes in the glycosomes that participate in the
different metabolic pathways are structurally and kinetically
different from those observed in mammalian hosts, making
the glycosomes a promusing target for new drugs against
parasitic trypanosomatid protozoa. Glvcosomes i monox-
enous rypanosmatids also contain catalase and are thus con-
sidered a special type of peroxisome.

Ultrastructural changes in glycosomes have been de-
seribed only after incubation in the presence of the SB in-
hibitor terbinafine, which caused an increase in the number
of glycosomes in epimastigotes of 7. cruzi [37]. The authors
also observed glycosomes arranged in stacks after 144 h of
freatment.

FINAL REMARKS

Cell biology stmdies using electron microscopy have
made important contributions to the identification of main
targets for different drugs against typanosmatids and to re-
vealing their effects at the cellular level. New synthetic and
natural compounds used in nanomolar concentrations and
combinations of new and old drugs have been successfully
used. In addition to the most commonly observed effects.
which are mitochondrial swelling and cytoplasm vacuoliza-
tion. some drugs cause a complex sequence of ultrastructural
damage. indicating the progression of apoptosis-like and
autophagic cell death in Leisimania and T. ¢ruzi [127-128].
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Abstract

Suramin has been previously reported to inhibit distinct cellular enzymes and to affect the synthesis and distribution of cytoskeleton proteins,
cell differentiation and proliferation. The present study indicates that prolonged incubation of Trypanosoma cruzi-infected cells in the presence
of 500 pM suramin during intracellular development of the parasite causes morphological changes in amastigote and trypomastigote forms
related to the cell division and differentiation process. Our results also show that trypomastigotes obtained from suramin-treated host cells
were significantly less infective than control parasites and that amastigotes derived from those trypomastigote forms were less proliferative.

© 2007 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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1. Introduction

Trypanosoma cruzi is a parasitic protozoan belonging to
the Trypanosomatidae family and is the actiological agent of
Chagas discase. a debilitating disease that is highly preva-
lent in Latin America with no immunoprophylactic agents
available [1].

Standard chemotherapy regimens for Chagas discase pos-
sess limited efficacy during the acute and chronic phases and
produce serious side effects. Therefore. new drugs have been
developed based onthe basic biology of T. cruzi. Among them
are mhibitors of proteases and unique biochemical routes
that have trypanocidal activity in vitro against intracellular
amastigotes [2].

Suramin, a symmetrical polysulphonated derivative of
urea. 1s an efficient drog in the prophylactic treatment of
human trypanosomiasis in Africa. Suramin affects differ-
ent proteins in different cell types, including the reverse
transcriptase of retroviruses, protein kinase C. DNA poly-
merase, protein tyrosi
ATPases and cytoskeleton components [3-6]. Furthermore,
it acts as an antagonist of P2, and P2y puri

¢ phosphatases. lysosomal enzymes,

oceptors and

* Corresponding author. Tel.: +55 21 2562 6738 fax: 455 21 2260 2364,
E-mail address: souto.padron @ micro.ufrj.br (T. Souto-Padron).

inhibits the binding of some growth factors 1o their recep-
tors, which stimulated its use in cancer chemotherapy [7].
In trypanosomes. suramin inhibits several enzymes. endo-
cytosis of some molecules and the binding ol low-density
lipoproteins o specific receptors [3.8], changes in the phe-
notypic expression ol surface antigens and a redistribution
of cell surface negative charges [3.5.9]. In the present study.
we investigated under standardised conditions the in vitro
activity of suramin against T2 cruzi. taking into account the
mtracellular development and infectivity of trypomastigote
forms.

=]

. Material and methods
2.1. Parasite

The Y strain of T cruzi was used throughout this study. Tis-
sue culture amastigotes and trypomastigotes were obtained
from the supernatant of LLC-MK> cells as described previ-
ously [9].

2.2, Suramin

Suramin sodium salt was obtained from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA). Stock solutions of 10mM were

0924-8579/% - see front matter © 2007 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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prepared by dissolving the compound in RPMIT medium and
kept frozen at =20 °C. Final solutions were made in RPMI
medium prior to cach experiment.

2.3. Suramin treatment

Afteraninfection period of 24 h, when all internalised try-
pomastigote forms were transformed into amastigote forms,
host cells were rinsed twice and then incubated in RPMI-
1640 medium supplemented with 2% foctal call serum (FCS)
containing 500 wM of suramin as previously described [9].
Trypomastigotes differentiated in the presence of suramin
were named TDS. whilst control trypomastigotes were
named WT. Since the population of intracellular parasites
does not differentiate synchronously, amastigote forms could
also be harvested from the cell culture either in control
or suramin-treated host cells. Amastigotes obtained from
suramin-treated LLC-MEK> cells were named amastigotes
grown with suramin (AGS).

2.4. Parasite smears

Control, TDS and AGS parasites were rinsed in phosphate-
buftered saline (PBS). pH 7.2, spread onto a glass slide. air
dried. dehydrated in methanol and stained with Giemsa. The
cells were observed in a Zeiss Axioplan 2 light microscope
and 1mages were acquired with a Colour View XS digital

video camera.

2.5. Parasite invasion assays

WT and TDS par

ston assays. Experiments were performed in 24-well plates

sites were used for parasite inva-

containing 13 mm diameter. round, glass coverslips coated
with 1.0 x 105 LLC-MK> cells, using a multiplicity of
infection of 10, After a 3h incubation period at 37°C
in a 3% CO» humidified atmosphere. extracellular par-
asites were removed by repeated washes and the cells
were cultivated for an additional 3= days in RPMI-1640
containing 2% FCS. Following washes in PBS. the cover-
slips were fixed with Bouin's fixative. stained with Giemsa
and mounted on glass shides with Permount (Fischer Sci-
entific, New Jersey, USA). The percentage of infected
cells was estimated by counting under a light microscope.
All invasion assays were performed i riplicate. in al
least three independent experiments and in the absence of
suramin.

2.6. Transmission electron microscopy

Control and treated parasites were fixed in 4% formalde-
hyde, 2.5% gluaraldehyde, 0.1 M cacodylate buffer (pH
7.2) plus 5mM calcium chloride for 1h at room temper-
aturs
previously described [9]. Ultrathin sections obtained with
a Reichert UlraCut S ultramicrotome were stained with

s Cells were post-fixed, dehydrated and embedded as
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uranyl acetate and lead citrate and then analysed and pho-
tographed in a FEI Morgagni F 268 transmission c¢lectron

Microscope.

3. Results and discussion

Suramin is currently used for the prophylactic treatment
ol African trypanosomiasis. Although suramin has not been
used in Chagas discase, an in vivo study showed a significant
suppressive action on T cruzi infection in mice [10]. The
mechanismof action of suramin is not completely understood
but it is mainly atributed to the presence of six negative

charges that inters
[3].

In contrast to that described for African trypanosomes
[11]. only prolonged incubation of T. cruzi caused morpho-
logical and physiological changes in the parasite [9]. Since

C with different serum and cell proteins

trypomastigotes cannot be maintained for long periods in
axenic mediaat 37 °C without transforming into amastigotes,
we developed a protocol in which suramin was introduced in
the host cell culture medium 24 h after infection and main-
tained during completion of the pa
cyele [9]. The rationale for this experimental protocol is based
on the fact that suramin is not only taken up by the cells [8.12]
but also gains access to the cytoplasm where it could accu-

site intracellular cell

mulate in a suflicient concentration to cause toxic effects to
the amastigote and trypomastigote forms.

Morphological analysis of TDS and AGS  parasites
released 5=7 days post infection showed that they presented
different grades of morphological changes (Figs. 1 and 2)
mainly related 0 unfinished  amastigote—try pomastigote
differentiation and  cyvtokinesis (Fig. 1B=F). as previ-
ously described for African trypanosomes, streptococet and
clostridia. sea urchin eggs and young roots of Vicia fava
[11]. Many binucleated forms were observed, suggesting that
division of the cvtoplasm had been inhibited before that of
the nucleus, Epimastigote-like forms with round kinetoplasts
(Fig. 1B and C) and trypomastigote forms with rod-like kine-
toplasts (Fig. 1G) were observed. Most of the TDS and AGS
parasites presented round kinetoplasts located side by side
with the nucleus, suggesting that there was a delay in the
process of kinetoplast migration from the anterior to the pos-
terior end of the parasite (Figs. 1E-G and 2C). Changes
in the nucleus shape were frequently observed (Fig. 2). In
some parasites, an unfinished process ol nucleus segrega-

tion was observed and the two new nuclei remained adhered
to cach other (Fig. 2E). Parasites in which nuclear divi-
sion occurred but cell division was arrested presented two
nuclei that were observed in different regions of the cell body
(Figs. 1E.F and 2F). In contrast to most of the drugs used in
T. cruzi chemotherapy, suramin did not cause changes in the
1al structure (Fig. 2C).

Interestingly. the effects of suramin on T2 cruzi described
here were very similar to the alterations caused by block-
ing of the eytoskeleton associated with protein expression in

mitochondr
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Fig. 1. Giemsa-stained smears of (A) control trypomastigotes (WT) and (B-H) trypomastigotes differentiated in the presence of suramin ( TDS) and amastigotes
grown with suramin (AGS). Slender (5) and broad (B) WT trypomastigotes present round Kinetoplasts in the posterior end of the parasite (black arrow) and a
central nucleus (white arrow) (A). TDS and AGS are bigger than WT parasites. This aspect is clearly observed, since all images have the same magnification.
Many cells are in an unfinished process of cell body division and many are epimastigote-like forms (B-F). Bizarre forms are also observed (arrowhead in (H)).
The kinetoplast is irregular, half rod-like, half round (arrow in (B)). there are parasites with two round Kinetoplasts at different regions of the body (C-F),
amastigote- and epimastigote-like forms presenting round Kinetoplasts (arrowheads in (C, D, F and G)) and a trypo igote-like form pr ing a rod-like
Kinetoplast (arrowhead in (G)). Many cells presented two flagella that are adhered (F1 in (B-E)) or not adhered (F2 in (B and E)) to the parasite cell body. In
some parasites they are shorter (arrow in (G)). An amastigote-like form presenting three flagella is observed in (H) (arrow). All bars represent 4 pm.

Fig. 2. Suramin induces organelle reorganisation in Trypanosoma cruzi. (A) General aspect of a control (WT) trypomastigote showing the round Kinetoplast
(K. the flagellar pocket (FP). the flagellum (F) and the golgi (G). (B) Trypomastigotes differentiated in the presence of suramin ( TDS) presenting up to three
basal bodies are observed. (C) Intermediary forms presenting a round kinetoplast (K) are frequently found in the central portion of the cell near the nucleus
(N). No changes in mitochondrial ultrastructure are observed (arrows). (D-F) Most of the parasites presented irregular nuclei (D). Some effects are observed
on the process of nuclear segregation after the division process and the two nuclei remain adhered (E) or very close (F). All bars represent 0.3 pm.

153




D.FR. Bisaggio et al. / International Journal of Antimicrobial Agents 31 (2008) 282-286

- L5 L]

o (=} v
'
=

=
(=]

o
8
o
=
B
£
i}
jud
o
o

w

o

300 4 B

]
3]

8

Amastigotes/100 cells
8 8

8

o

Fig. 3. Infective and proliferative characteristic of trypomastigotes differentiated in the presence of suramin (TDS) and amastigotes grown with suramin (AGS).
(A) Cell invasion by control (WT) trypomastigotes and TDS parasites. There is a significant decrease in TDS invasion compared with WT trypomastigotes
(P<0.0012). (B) After the invasion period described in (A), coverslips were rinsed to remove all free parasites and the cells were maintained for 72 h in the
absence of suramin. There was a significant difference between the proliferation levels of WT and TDS parasites (P <0.0054). The values in (A) and (B) are
mean =+ standard deviation of three independent experiments performed in triplicate. (C-F) LLC-MEK; cells infected with WT trypomastigotes (C) presented
40% of infected cells, whereas in those cultures infected by TDS parasites (D) this percentage is 10%. (E.F) WT-infected cells present many amastigotes
around the nuclei (E) whereas in TDS-infected cells there are fewer amastigotes. In some host cells, debris (small arrows) can be seen in the middle of the AGS
parasites. The same magnifications, which are indicated in the figures, were used in (C-F).

African trypanosomes [13]. Although. the endocytic activ-
ities of T cruzi trypomastigotes and amastigotes have not
been well described, we believe that suramin can reach the
parasite cvtoplasm and bind to different proteins, inducing
the morphological alterations described above.,

Our results also indicate that TDS parasites were signif-
icantly less infective than WT trypomastigotes based on the
number of parasites per 100 cells (Fig. 3A). In addition, we
showed that the effect of suramin is maintained for several
days after infection even in its absence, since the percent-
age of infected cells and the number of amastigotes observed
in TDS-infected cells is smaller than that obtained in WT-

154

infected cells in the same post-infection period (Fig. 3B-D).
This fact can be explained by the effect of suramin on parasite
proliferation as described in other trypanosomatids [ 14] and
is reinforced by the presence of cell debris in the host cell
cytoplasm. which is indicative of amastigote degeneration
and death (Fig. 3E and F).

Despite. the relative in vivo ineffectiveness of suramin and
other drugs against 7. cruzi, including those currently used
in the chemotherapy of Chagas disease. the use of suramin
contributes to the analysis of the cell biology of the para-
site. Some of the results obtained in the present study are in
agreement with those previously observed in vivo [10]. An
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important aspectis that different isolates of T. eruzi have their
own levels of susceptibility to different drugs [15] and the
search for alternative treatments with different drug combina-
tions may improve the effectiveness of treatment for Chagas

discase.
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