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RESUMO

A Doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, continua sendo um
importante problema de satde publica, sobretudo em paises da América Latina, onde
representa uma das principais endemias parasitarias. Apesar de décadas de estudo, o
tratamento permanece restrito a poucas drogas, que apresentam eficicia limitada e
relevantes efeitos adversos, o que motiva a busca por novas alternativas terapéuticas.
Nesse contexto, moléculas bioativas de origem animal t€ém despertado interesse,
incluindo compostos derivados de venenos de insetos. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade de um peptideo isolado do veneno da formiga Ectatomma
tuberculatum frente a formas tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) da cepa
Tulahuen de T. cruzi. Para isso, foram conduzidos ensaios de viabilidade celular em
células LLCMK?2 e em TCT, além de ensaios de invasao e de multiplicagdo intracelular,
permitindo investigar o impacto do composto em diferentes etapas do ciclo do parasito.
Os resultados mostraram que o peptideo reduziu a viabilidade celular de forma dose-
dependente, afetando tanto as células hospedeiras quanto os tripomastigotas. Além
disso, observou-se que o tratamento comprometeu a eficiéncia de invasao do parasito e
reduziu significativamente sua multiplicacdo intracelular, sugerindo que o peptideo
interfere em mecanismos essenciais da interagdo parasito-hospedeiro. Esses achados
indicam que o composto ndo atua apenas como agente citotoxico, mas pode modular
processos criticos do ciclo do 7. cruzi, levantando a hipotese de interagdo com proteinas
de superficie ou vias associadas ao processo de invasdo. Dessa forma, os resultados
obtidos reforcam o potencial de peptideos derivados de venenos de insetos como
candidatos promissores para a descoberta de novas estratégias terapéuticas frente a
Doenca de Chagas, embora sejam necessarios estudos adicionais para elucidar seus

mecanismos de acdo ¢ validar sua eficacia em modelos in vivo.

Palavras-Chave: Trypanossoma cruzi, Moléculas bioativas, Interagcdo parasito-

hospedeiro, Bioensaios in vitro.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, remains a major public
health concern, particularly in Latin American countries, where it represents one of the
main parasitic endemics. Despite decades of research, treatment is still limited to a few
drugs with restricted efficacy and significant adverse effects, which highlights the need
for new therapeutic alternatives. In this context, bioactive molecules of animal origin
have drawn attention, including compounds derived from insect venoms. This study
aimed to evaluate the activity of a peptide isolated from the venom of the ant
Ectatomma tuberculatum against tissue culture-derived trypomastigotes (TCT) of the
Tulahuen strain of 7. cruzi. For this purpose, cell viability assays were performed in
LLCMK?2 cells and TCT, in addition to invasion and intracellular multiplication assays,
in order to investigate the compound’s impact on different stages of the parasite’s cycle.
The results demonstrated that the peptide reduced cell viability in a dose-dependent
manner, affecting both host cells and trypomastigotes. Furthermore, treatment
compromised the parasite’s invasion efficiency and significantly reduced its
intracellular multiplication, suggesting that the peptide interferes with essential
mechanisms of the host—parasite interaction. These findings indicate that the compound
does not act solely as a direct cytotoxic agent but may modulate critical processes in
the 7. cruzi life cycle, raising the hypothesis of interaction with surface proteins or
pathways associated with the invasion process. Thus, the results reinforce the potential
of insect venom-derived peptides as promising candidates for the development of new
therapeutic strategies against Chagas disease, although further studies are needed to

clarify their mechanisms of action and validate efficacy in in vivo models.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Bioactive molecules. Host—parasite interaction. In

vitro bioassays.
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1. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi

O protozoario flagelado Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da doenca de Chagas,
descrito pela primeira vez por Carlos Chagas em 1909 (De Souza et al. A, 1984). Este
parasita afeta mais de 7 milhdes de pessoas no mundo e estéd associado a elevados custos
sociais € econdmicos, sendo classificado como doenga tropical negligenciada pela
Organizag¢ao Mundial da Satde (WHO, 2025).

T. cruzi apresenta tropismo por diversos tipos celulares, com preferéncia por células
musculares lisas (Liu; Von Bargen; Mccall, 2021). No presente estudo, foi utilizada a
cepa Tulahuen, pertencente a Unidade Discreta de Tipagem DTU VI (hibrida),
amplamente utilizada em pesquisas pela alta viruléncia experimental e relevancia
clinica nas regides do Cone Sul (Hakim et al., 2024). Essa cepa apresenta rapida
replicagdo em culturas celulares, elevada resisténcia ao estresse oxidativo e alta
atividade enzimatica, caracteristicas que favorecem sua sobrevivéncia em condi¢des
adversas (Moraes et al., 2016; Mielniczki-Pereira et al., 2007). Além disso, a cepa
Tulahuen em questdo foi editada para expressar a enzima [-galactosidase.

O ciclo de vida de T. cruzi envolve hospedeiros vertebrados e invertebrados. No inseto
vetor, as formas tripomastigotas ingeridas durante o repasto sanguineo transformam-se
em epimastigotas no intestino médio, onde se multiplicam. Ao migrarem para o
intestino posterior, sofrem estresse nutricional e se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos — a forma infectante eliminada nas fezes durante a proxima alimentacao
(Teixeira et al., 2011).

No hospedeiro vertebrado, esses tripomastigotas penetram por lesdes na pele ou
mucosas, invadem células nucleadas e se diferenciam em amastigotas, que se replicam
no citoplasma. Posteriormente, voltam a se transformar em tripomastigotas, que sao
liberados na corrente sanguinea, perpetuando o ciclo (De Souza, 2000; Mortara et al.,
2008; Rassi; Rassi Jr., 2008; Hernandez-Osorio et al., 2010; Moretti; Mortara;
Schenkman, 2020; Zuma; Dos Santos Barrias; De souza, 2020).
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Trypanosoma cruzi
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1.2 Epidemiologia e Formas de Transmissao

A doenca de Chagas ¢ endémica em 21 paises da América Latina, mas nas ultimas
décadas tornou-se um problema de saude global devido a migracdo de individuos
infectados para regides ndo endémicas, incluindo Estados Unidos, paises da Europa,
Japao e Australia. Estima-se que mais de 7 milhdes de pessoas estejam infectadas no
mundo, com cerca de 75 milhdes em risco de contrair a doenca (WHO, 2025). No
Brasil, a prevaléncia diminuiu significativamente ap6s o sucesso de programas de
controle vetorial, como o Programa Nacional de Controle da Doenca de Chagas, mas
ainda ocorrem novos casos, principalmente associados a transmissao oral (OPAS/OMS,
2016).

As formas de transmissdo incluem a vetorial, por meio da penetracdo de tripomastigotas
metaciclicos presentes nas fezes de triatomineos, que entram por lesdes cutaneas ou
mucosas; a oral, pela ingestdo de alimentos ou bebidas contaminadas com o parasita,
como caldo de cana ou agai (Dias et al., 2006); a congénita, com transmissao vertical

de mae infectada para o feto, responsavel por milhares de casos anuais em paises nao
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endémicos; a transfusional e por transplante, associada a falta de triagem adequada em
bancos de sangue ou 6rgdos; e a acidental, geralmente em laboratérios de pesquisa.

A contribuicdo relativa de cada via de transmissdo varia conforme a regido. Em areas
onde o vetor foi controlado, a transmissdo congénita e oral assumem maior relevancia,
enquanto em regides rurais da Bolivia, Paraguai e partes da Argentina, o ciclo vetorial
doméstico ainda ¢ ativo (OPAS, 2016). A mudanca desse perfil epidemioldgico exige
vigilancia continua, pois novos vetores e espécies silvestres de triatomineos podem
recolonizar areas previamente controladas, representando risco de reemergéncia da

doenga.
1.3 Manifestacdes clinicas e tratamento

A infecc¢do por 7. cruzi apresenta duas fases clinicas distintas: aguda e cronica. A fase
aguda dura em média seis a oito semanas e caracteriza-se por alta parasitemia. Os
sintomas mais comuns incluem febre persistente, linfadenopatia, mal-estar,
hepatoesplenomegalia e, em alguns casos, sinais dermatologicos como o chagoma de
inoculacdo ou o sinal de Romafia. Essa fase pode ser assintomatica em até 70% dos
casos, dificultando o diagndstico precoce (Pérez-Molina; Molina, 2018; Chadalawada
et al., 2020; WHO, 2015).

O tratamento na fase aguda baseia-se principalmente no uso do benzonidazol, um
derivado nitroimidazolico com eficacia comprovada na redugao da parasitemia. Apesar
disso, efeitos adversos como dermatite, neuropatia periférica e sintomas
gastrointestinais podem levar a interrup¢do do tratamento em até 20% dos pacientes
(Murta et al., 1998; Villarreal et al, 2009). Estudos recentes investigam novos
farmacos, incluindo derivados do benzonidazol com menor toxicidade, inibidores de
cisteino-proteases € compostos naturais com acao antiparasitaria, que vém sendo
testados em modelos in vitro e in vivo.

Na fase cronica, que pode permanecer indeterminada por décadas, o parasita persiste
em niveis baixos nos tecidos, provocando inflamagao cronica e danos progressivos. As
manifestagdes clinicas mais graves ocorrem nas formas cardiaca e digestiva. A forma
cardiaca ¢ caracterizada por arritmias, insuficiéncia cardiaca e risco de morte subita
devido a destrui¢ao progressiva do miocardio (Bestetti; Muccillo, 1997; Bilate; Cunha-

Neto, 2008). A forma digestiva inclui megaesdfago e megacdlon, resultantes da
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destruicdo do plexo nervoso entérico, levando a disfagia grave, constipacdo cronica e
complicacdes secundarias.

Estima-se que até 30% dos pacientes desenvolvam comprometimento cardiaco e cerca
de 10% apresentem manifestacdes digestivas (Echavarria et al., 2021). O manejo da
fase cronica ¢ sintomatico e multidisciplinar, podendo incluir medicamentos para
insuficiéncia cardiaca, dispositivos como marcapassos ou cardiodesfibriladores, e
intervengdes cirargicas para complicagdes digestivas. Apesar dos avangos, a
erradicagdo do parasita nessa fase permanece um desafio, estimulando pesquisas em

terapias combinadas que associam antiparasitarios a moduladores da resposta imune.

1.4 Ectatomma tuberculatum

A espécie Ectatomma tuberculatum, pertencente a subfamilia Ectatomminae, ¢ uma
formiga neotropical amplamente distribuida na América Central e América do Sul,
ocupando desde areas florestais até ambientes abertos e modificados pelo homem
(WIKIPEDIA, 2025). Trata-se de um inseto com habitos generalistas e comportamento
predominantemente predatério, realizando o forrageamento de forma solitéria.
Entretanto, também ¢ capaz de adotar estratégias de emboscada, como observado na
captura de abelhas sem ferrdo nas proximidades das entradas de seus ninhos (Ostwald;
Ruzi; Baudier, 2018).

O veneno de E. tuberculatum apresenta uma composi¢ao complexa, rica em moléculas
bioativas, incluindo peptideos e proteinas com potencial farmacologico. Dentre essas
substancias, destacam-se as ectatomininas, toxinas que promovem a formacao de canais
em membranas celulares, alterando de forma irreversivel a permeabilidade id6nica
(WIKIPEDIA, 2025; Arantes et al., 2018). Analises protedmicas indicam a presenga de
diversas enzimas e proteinas com efeito citotoxico, despertando interesse para
investigagdes voltadas ao estudo de doencas parasitarias e ao desenvolvimento de novas
moléculas terapéuticas (Arantes et al., 2018). Entre as principais toxinas identificadas
nesse veneno esta o ectatomin, constituido por duas cadeias distintas, denominadas A
e B, que podem ser expressas de forma independente. Estudos pioneiros demonstraram
que essas cadeias apresentam propriedades bioativas relevantes, sendo possiveis de
serem produzidas por sintese recombinante para andlises funcionais (Shilov et al.,
1997). Nesse contexto, a cadeia B, foco do presente, estudo tem despertado especial
interesse por seu potencial efeito sobre células e micro-organismos, constituindo-se em

alvo para investigacOes relacionadas a doencas parasitarias. Essas caracteristicas
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tornam E. tuberculatum um organismo promissor em pesquisas voltadas a descoberta

de compostos com aplicacdo a satde.

2. JUSTIFICATIVA

A doenga de Chagas, causada pelo protozoario 7. cruzi, ainda representa um desafio
significativo para a saude publica, mesmo ap6s décadas de esforcos em prevencao e
controle. Apesar da reducao da transmissdo vetorial em algumas regides, milhdes de
pessoas permanecem infectadas e sob risco de desenvolver formas graves da doenca,
que pode afetar o coragdo, o sistema digestorio e, consequentemente, a qualidade e a
expectativa de vida. Esse cendrio ¢ agravado pela expansdo geografica da enfermidade
para paises nao endémicos, impulsionada por migracdo e globalizacdo, o que amplia
sua relevancia no contexto da saude internacional.

O tratamento disponivel atualmente ¢ limitado a dois farmacos principais, que
apresentam maior eficacia na fase aguda e resposta insatisfatoria na fase cronica. Além
disso, os efeitos adversos associados ao uso dessas drogas comprometem a adesao ao
tratamento, ¢ ha relatos de resisténcia do parasita. Esses fatores evidenciam a
necessidade urgente de novos compostos, mais eficazes € menos toxicos, capazes de
atuar em diferentes estagios da infeccao e reduzir o impacto da doenga.

Desse modo, moléculas bioativas de origem animal vém ganhando destaque como fonte
de inovagao farmacologica, e o veneno de formigas € reconhecido por conter peptideos
e proteinas com atividades biologicas relevantes. Entre essas espécies, E. tuberculatum
se destaca pela diversidade e complexidade quimica de seu veneno, que inclui toxinas
capazes de interagir com membranas celulares e potencialmente interferir em processos
vitais de micro-organismos. Essa riqueza molecular abre caminho para a investigagcao
de compostos com agdo antiparasitaria, oferecendo novas perspectivas para terapias
contra protozoarios de importancia médica, como 7. cruzi.

O uso da cepa Tulahuen no presente estudo reforca a aplicabilidade dos resultados, por
se tratar de uma variante com alta capacidade de replica¢do em culturas celulares a torna
adequada para ensaios experimentais que busquem avaliar a eficicia e 0 mecanismo de

acao de novos compostos.

Portanto, o presente trabalho se justifica pela necessidade de ampliar o arsenal
terapéutico contra a doenga de Chagas, explorando uma fonte natural de moléculas

bioativas ainda pouco investigada. Ao unir conhecimentos da parasitologia, da
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toxicologia e da bioquimica, espera-se contribuir para a identificacdo de alternativas
promissoras no tratamento de uma enfermidade que continua a impor importantes

desafios médicos e sociais.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do peptideo isolado do veneno da formiga E. tuberculatum quanto a
toxicidade em células LLCMK2 e ao desenvolvimento de 7. cruzi cepa Tulahuen,

investigando seu potencial como agente antiparasitario
3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a viabilidade das células LLCMK?2 apo6s tratamento com diferentes
concentracdes do peptideo, visando avaliar a citotoxicidade do composto.

e Analisar o efeito do peptideo sobre a capacidade de invasdo de 7. cruzi nas
células LLCMK2.

e Investigar a influéncia do peptideo na multiplicagdo intracelular de 7. cruzi em
culturas de células LLCMK2.

e Comparar os resultados obtidos nos ensaios para identificar a concentragdo do

peptideo com maior impacto na interagao de 7. cruzi com células LLCMK2.

4. METODOLOGIA

4.1 Cultura Celular

Células da linhagem LLCMK?2, de morfologia epitelial e origindrias do rim de um
macaco adulto, foram mantidas em garrafas de cultura contendo meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium/high glucose — Cultilab) suplementado com
penicilina G (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), L-glutamina (2 mM),
bicarbonato de sodio (3 mM) e 10% de soro fetal bovino. As culturas foram mantidas
em estufa a 37 °C com 5% de CO..

A manipulagdo das células foi realizada conforme a confluéncia obtida nas garrafas de
cultivo. Para os repiques, as células foram lavadas com PBS, tratadas com solucdo de

tripsina-EDTA 0,05% (Vitrocell) e ressuspensas em meio DMEM. Conforme ocorria a
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multiplicagcdo e expansdo celular, foram realizados repiques para aumentar o numero
de garrafas de cultivo LLCMK2, garantindo a manuteng¢do das culturas de 7. cruzi e a

execucao dos ensaios experimentais.
4.2 Parasitos

Foram utilizadas formas evolutivas tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) da cepa
Tulahuen de 7. cruzi. Os parasitas foram mantidos em meio DMEM suplementado com
2% de soro fetal bovino (SFB) e cultivados em associa¢do com células LLCMK?2. O
meio foi ajustado para pH entre 7,2 € 7,5. Os parasitas foram armazenados em garrafas
de cultivo celular e mantidos em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO..

Os parasitas foram utilizados para a realizagdo dos ensaios conforme a densidade
adequada na cultura. As manipulagdes com as células LLCMK?2 foram conduzidas de
forma a favorecer a transicdo dos parasitas da forma amastigota para a forma

tripomastigota, garantindo a predominancia desta ultima nos experimentos.
4.3 Analise da Viabilidade Celular

O peptideo empregado neste trabalho foi gentilmente cedido pelo Laboratorio de
Nanotecnologia do Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da Universidade Federal de
Uberlandia, com a finalidade de avaliar seu potencial no contexto da Doenga de Chagas.
Para a anélise da viabilidade celular, utilizou-se o método da resazurina, que se baseia
na reducdo do corante azul, ndo fluorescente, a resorufina, de coloracao rosa e
fluorescente, realizada apenas por células metabolicamente ativas.

As células LLCMK2 foram semeadas em placas de 96 pogos, em densidade
previamente determinada, e mantidas em incubadora a 37 °C com 5% de CO:, por
tempo suficiente para permitir sua adesao ao substrato. Foram estabelecidos controles
experimentais, incluindo células ndo tratadas, utilizadas como referéncia de 100% de
viabilidade, e células expostas ao Triton X-100, para representar a perda total de
viabilidade. Controles adicionais, como o veiculo do peptideo e pocos contendo apenas
meio de cultura, foram utilizados para garantir a confiabilidade das leituras.

Ap0s a aderéncia celular, o meio foi substituido e as culturas receberam diferentes
concentragdes do peptideo, obtidas por diluigdo seriada a partir da solu¢do-mae. Seguiu-
se novo periodo de incubagdo nas mesmas condi¢des. Decorrido o tempo de exposicao,

adicionou-se solu¢do de resazurina a cada pogo, mantendo-se a incubagdo em ambiente
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protegido da luz. A leitura da fluorescéncia foi realizada em equipamento especifico
para leitura de placa, registrando-se a intensidade nos comprimentos de onda de

excitagdo e emissao apropriados.
4.4 Ensaio de Viabilidade em Trypanosoma cruzi

Formas tripomastigotas da cepa Tulahuen foram obtidas a partir de culturas mantidas
com células LLCMK?2 e ajustadas a uma concentragdo padrao para o ensaio. Os
parasitas foram distribuidos em placas de 96 pogos, expostos a diferentes concentracdes
do peptideo e incubados sob as mesmas condic¢des utilizadas para as células.

Foram incluidos controles negativos (parasitas sem tratamento) e positivos (parasitas
expostos a agente letal). Ao término do periodo de incubagdo, adicionou-se solugdo de
resazurina e as placas foram mantidas em ambiente protegido da luz até a leitura da
fluorescéncia, utilizando os mesmos pardmetros empregados no ensaio celular. A

viabilidade foi calculada em relagdo ao controle negativo.
4.5 Ensaio de Invasio

O ensaio de invasao foi conduzido utilizando formas tripomastigotas de 7. cruzi (TCT),
previamente cultivadas em associagdo com células LLCMK2. Inicialmente, o
sobrenadante proveniente das garrafas de cultivo contendo parasitas foi coletado e
submetido a centrifugacao diferencial. A primeira etapa consistiu na centrifugacao a
1500 rpm por 10 minutos, a fim de sedimentar as células aderentes. Em seguida, os
tubos permaneceram em repouso por 20 minutos para permitir que os parasitas
migrassem para o sobrenadante, o qual foi entdo transferido para novos tubos e
centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, visando a sedimentag¢do dos tripomastigotas.
O pellet obtido foi ressuspendido em meio DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e uma aliquota de 10 pL foi utilizada para a contagem dos parasitas
em Camara de Neubauer.

A concentracdo de parasitas necessaria para o experimento foi determinada com base
na razao de multiplicidade de infeccdo (MOI), definida entre 1:5 e 1:10, considerando
a quantidade de células LLCMK?2 previamente plaqueadas (4 x 10* células/pogo). As
quantidades de parasitas para cada condicdo experimental foram calculadas e
ressuspendidas em volumes adequados de DMEM 10%, de acordo com os tratamentos

previstos.
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O peptideo em estudo foi preparado por dilui¢cdo seriada em microtubos estéreis, a partir
de solugdes-mae em concentragdes conhecidas. Os TCTs foram pré-tratados com as
respectivas dilui¢des do peptideo por um periodo de 2 horas. Paralelamente, as células
LLCMK2 foram também pré-tratadas com o peptideo por igual periodo.

Apbs o pré-tratamento, os parasitas foram lavados por centrifugagdo (4000 rpm, 10
minutos) e ressuspendidos em DMEM 10%. Em seguida, foram adicionados as placas
contendo as células LLCMKZ2, nas concentragdes previamente calculadas para cada
condicdo experimental. As placas destinadas a invasdo na presenga de tratamento
receberam simultaneamente o peptideo e os parasitas. O periodo de invasdo foi
padronizado em 3 horas.

Finalizado o tempo de invasdo, todos os pocos foram lavados duas vezes com PBS
estéril para remover parasitas ndo internalizados. Em seguida, adicionou-se 75 puL de
CPRG (clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo) a cada poco e procedeu-se a

leitura da absorbancia a 570 nm, de modo a quantificar a invasao parasitaria.
4.6 Ensaio de Multiplicacao

O ensaio de multiplicagdo foi realizado utilizando formas tripomastigotas de 7. cruzi
(TCT) da cepa Tulahuen, previamente mantidas em cultura com células LLCMK2. O
sobrenadante das garrafas de cultivo contendo parasitas foi reunido e submetido a
centrifugacdo diferencial. Primeiramente, centrifugou-se a 1500 rpm por 10 minutos
para sedimentar as células. Em seguida, os tubos permaneceram em repouso por 20
minutos, permitindo que os parasitas migrassem para o sobrenadante. Este foi entdo
transferido para novos tubos e centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, visando o pellet
dos tripomastigotas. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 50 mL
de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Uma aliquota de
10 uL da suspensao foi utilizada para a contagem dos parasitas em camara de Neubauer,
considerando a diagonal do quadrante central.

A concentragdo de parasitas necessaria foi calculada com base na multiplicidade de
infeccdo (MOI) de 1:5, considerando-se 4 x 10* células LLCMK2 plaqueadas por pogo.
Para o preparo do tratamento, o peptideo avaliado foi diluido em DMEM 10% a partir
de solugdes-mae, obtendo-se trés concentragdes finais: Pep (7,5 pM, 60 uM e 960 uM).
Inicialmente, o meio das placas foi removido e os pocos designados para as condi¢des

1 e 2 receberam 100 pL do peptideo, seguido da adi¢do de 100 puL da suspensdo de
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parasitas. As condic¢des 3 e 4 receberam 200 pL de parasitas sem tratamento inicial.
Apb6s 3 horas de invasdo, todos os pocos foram lavados duas vezes com PBS estéril
para remover parasitas ndo internalizados, e as condi¢des 2 e 4 receberam 200 puL de
DMEM 10%.

As condi¢des 1 e 3 foram tratadas novamente com o peptideo, desta vez em
concentragdes ajustadas (Peptideo: 7,5 uM, 60 uM e 960 uM), utilizando volumes de
200 pL por poco. O acompanhamento da multiplicagdo foi realizado em diferentes
intervalos (24 h, 48 h, 72 h e 96 h). Em seguida, adicionaram-se 75 pL. de CPRG
(clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo) e procedeu-se a leitura da absorbancia a

570 nm, para quantificagdo da multiplicagdo parasitaria.
4.7 Analise Estatistica

Os dados obtidos nos diferentes ensaios foram expressos como média = desvio padrao.
Para aqueles que apresentaram distribui¢do normal, aplicou-se a analise de variancia de
uma via (One-way ANOVA), seguida de teste de multiplas comparagdes. Nos casos em
que os dados nao atenderam aos critérios de normalidade, utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis, também acompanhado de comparagdes multiplas. O nivel de significancia

adotado em todas as andlises foi de 5% (p < 0,05).

5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao da toxicidade em células LLCMK2

A avaliagdo da toxicidade celular na linhagem LLCMK2 apds tratamento com
diferentes concentragdes do Peptideo B foi realizada nos tempos de 24h, 48h, 72h e

96h. Os resultados estdo representados na Figura 2.
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Figura 2. Avaliacdo da toxicidade em células LLCMK2 expostas ao Peptideo B nas concentragdes de
15 a 960 uM, avaliadas em 24h, 48h, 72h e 96h. Os valores estdo expressos em porcentagem de células

viaveis em relagdo ao controle (Meio).

ApOs 24h de exposicdo, observou-se que a maioria das concentragdes testadas manteve
valores de viabilidade semelhantes ao controle, com excecao de 240 uM e 480 uM, que
apresentaram discreta redugdo no numero de células viaveis. Em 48h, os valores
permaneceram estaveis, sem alteragdes relevantes em comparagdo ao grupo controle
em nenhuma das concentragdes. As 72h, os valores de viabilidade se mantiveram
proximos de 100% em todos os tratamentos. No tempo mais prolongado, de 96h,
verificou-se reducao da viabilidade celular em todas as concentragdes analisadas,
quando comparadas ao controle, embora os valores ainda tenham permanecido
proximos da faixa considerada viavel.

De forma geral, os resultados indicam que o Peptideo B ndo apresentou toxicidade
significativa, mas houve discreta diminuicdo em concentragdes intermediarias no
tempo de 24h e uma tendéncia de redugdo mais evidente em todas as concentracdes

apds 96h de incubagao.
5.2 Avaliacao da toxicidade em Trypanosoma cruzi

No teste subsequente, foi avaliada a viabilidade das formas tripomastigotas de 7. cruzi
(cepa Tulahuen) apds a exposicdo ao Peptideo B nas concentragdes de 7,5 a 960 uM,

nos tempos de 24h e 72h, conforme ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Avaliacdo da toxicidade nas formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuen)
tratadas com o Peptideo B (7,5-960 uM) por 24h e 72h. Os valores estfo expressos como porcentagem

de parasitas viaveis em relagdo ao controle (Meio).

No tempo de 24h, as concentragdes de 7,5 a 480 uM mantiveram percentuais de
viabilidade proximos ou ligeiramente superiores ao controle. Na concentragdo mais
alta, 960 uM, verificou-se discreta reducdo, embora ainda dentro da faixa proxima ao
valor basal, sem indicios de queda acentuada nesse periodo. J& no tempo de 72h,
observou-se um comportamento distinto. As concentragdes mais baixas (7,5; 15 e 30
uM) apresentaram valores inferiores ao controle, enquanto em 60 uM a viabilidade se
manteve proxima de 100%. As concentracdes intermediarias (120 e 240 pM) exibiram
valores semelhantes ou discretamente superiores ao controle, acompanhados por maior
variabilidade entre as repeti¢des. Em 480 uM, os niveis permaneceram proximos ao
grupo ndo tratado, ao passo que em 960 uM foi registrada a menor viabilidade do
conjunto. Dessa forma, os resultados sugerem que, apoés 72h de incubagdo, houve
reducdo mais evidente da viabilidade nas concentragdes extremas, enquanto os valores

se mantiveram estaveis nas concentracdes intermediarias.
5.3 Ensaio de Invasiao Celular

Para avaliar a capacidade de invasdo de 7. cruzi em células LLCMK2 foi realizada uma
andlise a partir de trés condi¢des experimentais distintas, conforme demonstrado na

Figura 4.
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Figura 4. Porcentagem de invasgo de 7.cruzi (cepa Tulahuen) em células LLCMK2 apos tratamento com
o Peptideo B nas concentragdes de 7,5 a 960 uM, considerando trés condigdes experimentais: Parasita
Tratado + Célula Tratada (PT + CT), Parasita Tratado + Célula Nao Tratada (PT + CN) e Parasita Nao
Tratado + Célula Tratada (PN + CT). Os valores estdo expressos em relagdo ao controle (100%).

Asteriscos indicam diferenga estatisticamente significativa em relag@o ao grupo controle (p < 0,05).

Dessa maneira, analisando as condigdes impostas € possivel notar que quando tanto
parasitas quanto células foram tratados simultaneamente (PT + CT), verificou-se queda
consistente na taxa de invasao ao longo de todas as concentracdes, ainda que com
variacoes de intensidade entre elas. Na condicdo em que apenas os parasitas foram
submetidos ao tratamento (PT + CN), a redu¢do foi ainda mais evidente. Em
concentracdes baixas (7,5 ¢ 15 uM) se observava queda acentuada, que se manteve em
diferentes niveis ao longo das demais concentragdes. Nas concentragdoes mais altas (480
e 960 uM), a invasdo também permaneceu reduzida em relagdo ao controle. Entretanto,
na condi¢do em que apenas as c¢lulas hospedeiras foram tratadas (PN + CT), os valores
permaneceram mais proximos aos do grupo controle, com discreto aumento em
algumas concentragdes. Dessa forma, o tratamento isolado das células ndo promoveu
uma redugdo tdo expressiva na capacidade invasiva do parasita.

Na sequéncia, para avaliar a capacidade de invasao, foi realizado um ensaio em que o
tratamento com o Peptideo B era aplicado no momento da invasdo. Assim,
considerando o percentual de parasitas que conseguiram invadir em relagdo ao grupo

controle (Meio). Os resultados estdo representados na Figura 5.
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Figura 5. Porcentagem de invasdo de 7. cruzi (cepa Tulahuen) em células LLCMK?2 tratadas com
diferentes concentragdes do Peptideo B (7,5 a 960 uM). Os valores estdo expressos em relagdo ao
controle (Meio). Asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle (p <
0,05).

Nesta avaliacdo, observou-se que a exposi¢ao ao peptideo resultou em diminuicao
progressiva da invasdo. Em concentracdes mais baixas (7,5; 15 e 30 uM), ja se
verificava reducdo significativa em compara¢ao ao controle. O mesmo padrao foi
mantido nas concentragdes intermediarias (60 e 120 uM), com valores inferiores aos do
grupo nao tratado. Nas concentracdes mais elevadas (240, 480 ¢ 960 uM), o efeito

inibitorio foi ainda mais acentuado, registrando os menores percentuais de invasdao do

conjunto.
5.4 Ensaio de Multiplicacao

Os resultados do ensaio de multiplicacdo do 7. cruzi tratados com o Peptideo B estdo
representados na Figura 6. A analise foi realizada nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas,
avaliando diferentes concentracdes do peptideo (7,5; 60 e 960 uM) em comparacdo ao

grupo controle (Meio).
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Figura 6. Efeito do Peptideo B na multiplicagdo de 7. cruzi (cepa Tulahuen) em diferentes concentra¢des
(7,5; 60 e 960 uM), avaliados em 24h, 48h, 72h e 96h. Os valores estdo expressos como percentual de

multiplicagdo em relag@o ao grupo controle (Meio).

Observou-se que, nos tempos iniciais (24h e 48h), as concentracdes testadas nao
promoveram alteragdes estatisticas significativas na taxa de multiplicagdo dos
parasitos, apresentando valores proximos ao controle. No entanto, em 72h ja foi
possivel identificar uma tendéncia de reducao da multiplicagdo na concentragao de 960
uM, embora sem diferenca expressiva em relacao ao controle. Apds 96h, a diminuicao
foi mais evidente, especialmente nas concentragdes de 60 uM e 960 uM, que
apresentaram queda significativa na taxa de multiplicacio em comparacdo ao grupo
controle. Esses resultados sugerem que o efeito inibitério do Peptideo B sobre a
multiplicagdo de 7. cruzi ¢ dependente tanto da concentragdo quanto do tempo de

eXposi¢ao.

6. DISCUSSAO

A doenca de Chagas permanece classificada pela Organizagao Mundial da Saude como
uma enfermidade tropical negligenciada, afetando milhdes de pessoas em todo o mundo
e ainda associada a elevada morbimortalidade (WHO, 2025). Embora avangos no
controle vetorial tenham reduzido a incidéncia em algumas regides, as opg¢des
terapéuticas continuam restritas e apresentam eficacia limitada, especialmente na fase
cronica, além de efeitos adversos que comprometem a adesdo ao tratamento (Pérez-
Molina; Molina, 2018). Nesse contexto, a busca por novas moléculas com agdo
antiparasitdria ¢ urgente. Logo, os resultados obtidos neste estudo reforcam essa
necessidade, uma vez que o Peptideo B, derivado do veneno da formiga E.
tuberculatum, demonstrou interferir seletivamente na interagao do 7. cruzi com células
hospedeiras, abrindo perspectivas para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
alternativas.

Os ensaios realizados mostraram que o peptideo B reduziu de maneira significativa
tanto a capacidade de invasdo quanto a multiplicacdo intracelular do 7. cruzi, sem
causar efeito citotdxico relevante sobre células LLCMK?2 e nem sobre os parasitas nas
condi¢des avaliadas. Portanto, isso indica que a agdo do composto nao esta relacionada
a toxicidade direta, mas sim a uma interferéncia em mecanismos especificos da

interacdo parasita-hospedeiro.
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O processo de invasdo do 7. cruzi depende de glicoproteinas de superficie cuja
expressdo varia de acordo com a forma evolutiva do parasita. Os tripomastigotas de
cultura de tecido (TCTs), utilizados no presente estudo, apresentam as proteinas da
familia Tc85, pertencentes ao grupo GP85, como as predominantes. Estas se ligam a
componentes da matriz extracelular, como laminina e fibronectina, favorecendo a
penetragdo nas células (Alves; Colli, 2007). Além disso, trans-sialidases ¢ mucinas
ancoradas por GPI estdo abundantemente presentes na superficie dos TCTs e
desempenham papé€is na adesdo, na evasdo imune € na manutencdo da infeccao
(Buscaglia et al., 2006; Di Noia et al., 1998). Dessa forma, o efeito mais evidente do
Peptideo B quando aplicado previamente aos parasitas pode estar associado a
desorganizacdo ou ao bloqueio funcional dessas glicoproteinas de superficie, em
especial da familia Tc85, prejudicando sua interagdo com as células hospedeiras. Essa
hipdtese € coerente com os resultados obtidos, que mostraram inibi¢do significativa da
invasdo mesmo em concentragdes baixas do peptideo.

Outra hipotese sobre os resultados € o papel das vesiculas extracelulares liberadas pelo
T. cruzi, conhecidas por transportar moléculas como trans-sialidases, mucinas e outros
fatores que aumentam a infectividade e modulam a resposta imune do hospedeiro. Essas
vesiculas funcionam como importantes mediadores da comunicagdo paracrina entre
parasitas e células, favorecendo a instalagdo da infeccdo (Cestari et al., 2012,
Torrecilhas et al., 2016). Assim, ¢ plausivel sugerir que o Peptideo B interfira na
liberagao ou na funcionalidade dessas vesiculas, limitando a eficiéncia da invasao.

Ja no ensaio de multiplicacdo, observou-se que concentragdes mais elevadas e tempos
prolongados de exposicdo ao peptideo resultaram em inibicdo significativa da
replicagdo do parasita. Uma hipotese para esse efeito € que o peptideo B comprometa
o escape do tripomastigota do vactolo parasitoforo, etapa essencial para a diferenciacao
em amastigotas e posterior multiplicagdo. Alternativamente, a interagdo do peptideo
com membranas do parasita pode afetar organelas-chave, como mitocondrias ou
reservossomos, interferindo em processos metabolicos indispensaveis a replicagao
intracelular, mesmo que sem causar lise imediata.

Embora os resultados obtidos sejam encorajadores, este estudo apresenta algumas
limitagdes metodologicas. A auséncia de analises morfoldgicas mais detalhadas, como
microscopia de fluorescéncia ou eletronica, impede esclarecer se o peptideo atua
diretamente na membrana do parasito ou em componentes intracelulares da célula

hospedeira. Da mesma forma, ndo foram realizados ensaios especificos de ligagdo que
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confirmem a interacdo do composto com glicoproteinas de superficie do 7. cruzi.
Considerando ainda a relevancia das vesiculas extracelulares na modulagdao da
infectividade, torna-se necessario investigar se o peptideo interfere nesse processo.
Nesse sentido, estudos futuros devem contemplar andlises de biologia celular e
molecular, incluindo ensaios de ligacao a proteinas de superficie, avaliacao da dindmica
vacuolar e caracterizagdo do perfil de vesiculas extracelulares, além de ensaios in vivo
para validar o potencial farmacologico do composto.

Em conjunto, os achados sugerem que o Peptideo B ndo exerce agdo citotoxica
indiscriminada, mas atua como modulador seletivo da interagdo entre 7. cruzi e células
hospedeiras. Essa modulagdo pode estar associada a interferéncia em glicoproteinas
caracteristicas dos tripomastigotas de cultura de tecido, como Tc85, trans-sialidases e
mucinas, bem como em mecanismos de invasao dependentes de calcio e da liberacao
de vesiculas extracelulares. Assim, este estudo contribui para ampliar a compreensao
sobre os mecanismos de a¢ao de moléculas bioativas derivadas de venenos animais e
reforga o potencial dessas substancias como candidatas no desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas contra a Doenca de Chagas.
7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o peptideo derivado do veneno de E. tuberculatum
apresenta potencial atividade frente ao 7. cruzi em modelo in vitro. De maneira geral,
os ensaios realizados indicaram que o composto interfere na viabilidade do parasito e
na sua interagdo com células hospedeiras, sugerindo um possivel efeito antiparasitario.
Esses resultados reforcam a importidncia da investigacdo de moléculas bioativas
provenientes de venenos de insetos como fontes alternativas para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas contra a Doenga de Chagas. No entanto, a validagdo
desse potencial requer pesquisas futuras, que incluam testes de seletividade, analises

em modelos animais ¢ a caracterizagao detalhada dos mecanismos de a¢ao envolvidos.
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