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RESUMO

O Trypanosoma cruzi ¢ um parasito intracelular obrigatério flagelado capaz de infectar
mamiferos, o que gera uma resposta inflamatoria exacerbada e pode desencadear
agravamentos no quadro do hospedeiro. Peptideos presentes no sistema renina-
angiotensina, como a Angiotensina 1-7 ¢ a Alamandina 1-5, possuem mecanismos de
regulacdo fisiologica do sistema cardiovascular e de modulacdo da resposta inflamatoria.
Devido a isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial terapéutico destes
peptideos na infec¢do por 7. cruzi em células da linhagem Vero. A metodologia utilizada
consistiu na realizagdo do ensaio de MTT nos tempos de 24 e 48 horas, visando encontrar
o valor da concentragao dos peptideos que reduzam a viabilidade celular em 50% (CC50),
paraisso foram testadas 8 concentragdes de cada peptideo. Os ensaios sinalizaram valores
de CC50 promissores e considerados pouco citotoxicos as cé€lulas. Para a Angiotensina
1-7 foram observados valores de 296,69 uM no tempo de 24h e 393 uM no tempo de 48h.
Para Alamandina 1-5 foram observados valores de 401,92 uM no tempo de 24h e 487 no
tempo de 48h. Conclui-se que os peptideos ndo sdo considerados citotoxicos as células e,
portanto, apresentam baixo risco de causar efeitos adversos no individuo infectado. Como
perspectivas futuras, tem-se como objetivos testar a atuacdo dos peptideos em células
infectadas por 7. cruzi e apds concluir a fase in vitro, iniciar pesquisas em modelos
animais.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, doenga de Chagas, peptideos do sistema renina-

angiotensina, citotoxicidade, Angiotensina 1-7, Alamandina 1-5



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is an obligate intracellular flagellated parasite capable of infecting
mammals, which triggers an exacerbated inflammatory response and may worsen the
host’s clinical condition. Peptides from the renin—angiotensin system, such as
Angiotensin 1-7 and Alamandine 1-5, possess physiological regulatory mechanisms of
the cardiovascular system and modulatory effects on the inflammatory response.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the therapeutic potential of these peptides
during T. cruzi infection in Vero cells. The methodology consisted of performing the
MTT assay at 24 and 48 hours, in order to determine the peptide concentration that
reduces cell viability by 50% (CC50). Eight concentrations of each peptide were tested.
The assays revealed promising CC50 values, which were considered to be of low
cytotoxicity to the cells. For Angiotensin 1-7, values of 296.69 uM at 24h and 393 uM
at 48h were observed. For Alamandine 1-5, values of 401.92 uM at 24h and 487 uM at
48h were observed. However, the 24h values were taken into account, since at this time
point the possibility of interferences leading to less reliable results is lower. In conclusion,
the peptides are not considered cytotoxic to the cells and, therefore, present a low risk of
causing adverse effects in the infected individual. As future perspectives, we aim to test
the activity of these peptides in T. cruzi-infected cells and, after completing the in vitro
phase, to initiate studies in animal models.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, renin—angiotensin system peptides,

cytotoxicity, Alamandine 1-5, Angiotensin 1-7
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1. INTRODUCAO
A tripanossomiase americana, também chamada de doenca de Chagas ¢ uma
doenca parasitaria causada pelo agente etiologico Trypanosoma cruzi. Este protozodrio
intracelular possui ciclo de vida compartilhado entre o vetor (triatomineo) e os
hospedeiros vertebrados (Loshouarn; Guarneri, 2024). A doenga de Chagas ¢
caracterizada por duas fases clinicas: aguda e cronica. A fase cronica se estabelece apds
a fase aguda, podendo permanecer assintomatica por anos e, em parte dos casos, evolui

para formas clinicas graves.

A tripanossomiase ¢ caracterizada por uma maior prevaléncia na América
Latina, sendo endémica em 21 paises (OMS, 2015). No Brasil, entre os anos de 2000 a
2019 foram emitidos 95.000 atestados de obito por doenga de Chagas cronica (Cucunuba
et al., 2024). Pode-se dizer que estas mortes ocorreram, principalmente, pela falta de

diagnostico prévio, tornando a eficacia do tratamento reduzida em fases cronicas.

O diagnostico desta doenga ¢ realizado, principalmente, por exames laboratoriais
e por ensaios imunoenzimaticos (Rey, 2008). Contudo, com uma combinagao entre a falta
de conhecimento da populacdo acerca desta parasitose e a sintomatologia ausente da
doenca, o diagndstico tem sido dificultado. O tratamento atualmente ¢ realizado pelos
farmacos benznidazol e nifurtimox (no Brasil, ¢ utilizado somente o benznidazol), que
sao considerados toxicos, além de possuirem eficadcia varidvel, em detrimento da

resisténcia relativa as diferentes populagdes genéticas do parasito (Inst et al., 2010).

A infeccdo por 7. cruzi gera uma resposta inflamatéria sistémica e focal
(tecidos), com presenca majoritaria de células com padrdo de resposta Thl e de citocinas
dependentes de vias de sinalizacdo intracelular como NF-kB e MAPK (Kayama; Takeda.,
2010). A resposta do sistema imunologico ao Trypanosoma cruzi ¢ fundamental, uma
vez que a inflamag¢ao desempenha papel essencial na tentativa de eliminar o parasita. No
entanto, a persisténcia dessa resposta inflamatoria pode resultar em destruicao tecidual,

acarretando danos funcionais e estruturais a diferentes 6rgdos, especialmente ao coracao

Portanto, neste trabalho, foram investigados como potenciais alvos terapéuticos
os peptideos angiotensina 1-7 e alamandina 1-5, ambos integrantes do sistema renina—
angiotensina. Esses peptideos desempenham papel essencial na regulagdo de mecanismos
fisiologicos do sistema cardiovascular — principal alvo da infec¢ao por 7. cruzi — e,

adicionalmente, apresentam capacidade de modular a resposta inflamatoéria por meio da



redu¢do de mediadores como TNF e IL-1B, conferindo-lhes potencial efeito anti-

inflamatorio (Santuchi et al., 2019).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tripanossomiase americana

A tripanossomiase americana, também conhecida como doenga de Chagas, foi
descoberta por Carlos Chagas no ano de 1909 em territério brasileiro. Sua descoberta ¢
considerada a mais completa da area médica, onde um unico individuo, em vida,
descreveu o agente etiologico Trypanosoma cruzi, o ciclo de vida e as formas evolutivas

do parasito, além de seus hospedeiros invertebrados (Coura; Borges-Pereira, 2010).

A forma classica de transmissao ¢ a transmissao vetorial. Ela ocorre quando
triatomineos, ao realizar o repasto sanguineo nos hospedeiros vertebrados, gera uma
ruptura da integridade da pele, deposita seus excrementos e gera uma reagdo de
hipersensibilidade na pele do hospedeiro, o que torna possivel a penetragdo de formas
metaciclicas (formas infectantes encontradas no intestino do triatomineo). Contudo, a
infeccdo também pode ocorrer por meio de transfusdes de sangue ou transplante de 6rgaos
contaminadas com o parasito, por meio da transmissdo vertical (transmissao materno-
fetal), acidentes laboratoriais com o manuseio de amostras contendo o parasito e por meio

da ingestao de alimentos contaminados (De Nazar¢; Lisboa De Castro, 2011).

A fase aguda ¢ caracterizada, muitas vezes, por uma sintomatologia inespecifica,
em grande parte dos casos leves, o que torna dificil o processo de diagnostico uma vez
que os sintomas sdo comuns a outras doengas. E possivel haver eventos graves nesta fase,
com quadros de miocardite (10% dos casos) ou meningoencefalite, em criancas. Se o
individuo ndo evoluir a 6bito na fase aguda, ou ainda, se ndo for diagnosticado e tratado
corretamente, evolui para a fase cronica da doenca. Nesta fase, 70% dos pacientes podem
permanecer assintomaticos por muitos anos, caracterizando a forma indeterminada da
doenca. No entanto, 30% dos pacientes podem desenvolver quadros sintomaticos que
variam entre leves, moderados e graves, podendo acometer o coragdo (forma cardiaca), o
trato digestorio (principalmente es6fago e cdlon — forma digestiva), ou ainda acometendo

simultaneamente o coragdo ¢ o trato digestoério (forma mista) (Dias, 1995).



O diagnostico da tripanossomiase ¢ feito a partir de analises laboratoriais, onde
na fase aguda recomenda-se o uso de exames parasitoscopicos do sangue, ou a realiza¢ao
de ensaios de imunofluorescéncia indireta e hemaglutinagdo, e na fase cronica os mais
indicados sdao reagdes imunoenzimaticas (ELISA) e imunofluorescéncia (Rey, 2008).
Atualmente, o tratamento para esta doenga ¢ feito por duas medicacdes: o benznidazol e
o nifurtimox; contudo por possuirem eficacia variavel na fase cronica da doenga, efeitos

colaterais diversos (Inst et al., 2010).
2.1.1 Epidemiologia da doenca de Chagas

A epidemiologia da tripanossomiase americana ¢ moldada por diferentes fatores,
tais como as condigdes ambientais da regido, a biologia do vetor e do hospedeiro e,
principalmente, por fatores socioecondmicos, uma vez que acomete, em sua maioria,
pessoas em situacdo de vulnerabilidade social, ou seja, que ndo possuem condi¢des ideais
de moradia, saneamento, e acesso limitado a satide publica (Rassi; Rezende, 2012).
Devido a este fator, a doenca de Chagas ¢ considerada pela Organizacao Mundial da
Saude (OMS) uma Doenga Tropical Negligenciada. Mundialmente, estima-se que 8 a 10
milhdes de pessoas tenham sido infectadas pelo 7. cruzi, resultando em aproximadamente
10.000 mortes por ano (Mills, 2020). Apesar de ser uma doenga disseminada em todos os
continentes, sua prevaléncia ¢ maior na América Latina, que possui 21 paises com areas

endémicas da doenga (OMS, 2015).

No Brasil, a degradagdo ambiental tem facilitado a migragdo dos vetores do
Trypanosoma cruzi para areas urbanas, resultando na sobreposicao dos ciclos de
transmissdo silvestre e doméstico da doenca de Chagas. Além disso, apds o controle da
transmissdo vetorial, a transmissdo pela via oral tornou-se a principal forma de
transmissao da doenca no Brasil, sendo caracterizada pela ingestao de alimentos, como o
acai, contaminados com formas tripomastigotas do parasito, onde os alimentos podem ser
triturados juntamente com o triatomineo infectado (BRASIL, 2023). Atualmente, hd uma
falha na vigilancia de casos da doenga, em ambas as fases, onde na fase aguda sdo
impactados casos relacionados a infec¢ao por via oral, e na fase cronica a falta de
diagnostico precoce de pacientes chagasicos leva a falha do tratamento. Como resultado,
entre os anos de 2000 e 2019, o Brasil emitiu 95.000 atestados de 6bito com a causa de
doenca de Chagas cronica (Cucunubad et al., 2024). A figura 1 demonstra a variagao de

nimero de casos cronicos notificados no ano de 2023 por todo o pais.



Figura 1: Nimero de casos cronicos notificados em 2023. A figura representa os casos
notificados da doenga em sua forma cronica, onde os pontos em azul representam 0 a 47 casos naquele
dado local, os pontos em verde representam de 47 a 126 casos, os pontos em laranja representam de 126 a
228 casos, os pontos em vermelho representam de 228 a 482 casos e os pontos em vinho representam de

482 a 710 casos notificados.
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Fonte: Adaptado de (BRASIL, 2023)

O estado de Minas Gerais ¢ considerado como um dos estados endémicos da
doencga de Chagas, uma vez que no ano de 2020 notou-se uma alta frequéncia de vetores
infectados da doenca, ou seja, ha um grande risco de transmissdo vetorial (Cruz et al.,
2024). Contudo, em uma area situada no norte do estado que ¢ considerada endémica
notou-se que mesmo com a eliminacdo do principal vetor (Triatoma infestans) desta
regido os casos perduraram, possivelmente devido a transmissao por outras vias, como a

via oral (Faria et al., 2021).

2.1.2 Trypanosoma cruzi

O T. cruzi ¢ um parasito intracelular obrigatorio flagelado da familia

Tryponosomatidae do grupo de protozoarios (Chagas, 1909). Em seu ciclo biologico ha



a participagdo do hospedeiro vertebrado (mamiferos) e do hospedeiro invertebrado
(triatomineo), sendo este ultimo o vetor da doenca. Além disso, sabe-se que este parasito
possui diferentes formas evolutivas, sendo elas: amastigotas, epimastigotas e

tripomastigotas (metaciclicas e sanguineas) (Loshouarn; Guarneri, 2024).

O ciclo de vida ¢ iniciado a partir do repasto sanguineo do triatomineo em um
mamifero ja infectado, no qual o inseto suga o sangue contendo formas tripomastigotas
(Coura; Borges-Pereira, 2010). No inseto, as formas tripomastigotas se transformam em
esperomastigotas e, sucessivamente, em epimastigota havendo posterior direcionamento
ao intestino do inseto, onde se replicam. Apds a replicacdo, formas epimastigotas se
diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas, tornando-se as principais formas

infectantes para hospedeiros mamiferos (Rey, 2008).

A infeccdo no hospedeiro vertebrado ocorre quando este inseto infectado se
alimenta do sangue e simultaneamente defeca na pele deste hospedeiro. Juntamente as
suas excretas sao liberadas as formas infectantes do parasito, que penetram o hospedeiro
vertebrado por meio de lesdes na pele ou na mucosa adjacente a picada (Rassi; Marcondes
de Rezende, 2012). Apds invadir as células do hospedeiro mamifero, o parasito se
diferencia em formas amastigotas e se replica sucessivamente por divisdo binaria, levando
ao aumento da carga parasitaria no citoplasma desta célula. Apos varios ciclos de
replicacdo, o parasito se diferencia em tripomastigotas sanguineas rompendo a cé€lula e
sendo liberados na corrente sanguinea, podendo infectar outras células (Coura; Borges-
Pereira, 2010). Neste momento, ¢ possivel a transmissdo para o inseto vetor durante o

repasto sanguineo. A figura 2 demonstra o ciclo de vida do parasito.

Figura 2: Ciclo de vida de T. cruzi. A imagem descreve todo o processo do ciclo de infeccdo
do parasito, no hospedeiro vertebrado e no vetor (representados pela seta azul e rosa, respectivamente). O
triatomineo se alimenta de sangue contaminado por tripomastigotas sanguineas, e em seu intestino essa
forma se modifica em epimastigotas, formas replicativas. Apods este processo, se modificam em
tripomastigotas metaciclicos, e com o processo de alimentacdo do inseto e liberagdo de fezes as
tripomastigotas infectam o hospedeiro. No hospedeiro, formas tripomastigotas metaciclicas invadem as
células e se tornam amastigotas, formas replicativas no hospedeiro vertebrado. Apos a replicagdo, rompem
as células e invadem a corrente sanguinea, em sua forma tripomastigota sanguinea, dando inicio a um novo

ciclo, ou infectando outras células.
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2.2 Resposta imune do hospedeiro

A infeccdo por T. cruzi leva o hospedeiro a desenvolver uma resposta
inflamatoria complexa e multifatorial, podendo variar de acordo com a fase da infec¢ao
e/ou o grau doenga. A resposta inflamatoria € um mecanismo de defesa ao parasito e uma
das vias dessa resposta ¢ a ativacao de receptores de reconhecimento de padroes (PRRs),
onde um destes receptores ¢ o receptor do tipo Toll (TLRs), em células do sistema imune
inato (Chen et al., 2018). A ativagdo destes receptores leva a ativagdo de cascatas de
sinalizacdo intracelular, utilizando vias como NF-kB e MAPK, e estas contribuem para a
geracdo de citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y, TNF, IL-6, IL-12, e estimulam

células do sistema imune, como linfocitos Th1 e macrofagos (Kayama; Takeda., 2010).

As citocinas sdo essenciais para ativar mecanismos contra patdogenos pela
inducdo da enzima produtora de 6xido nitrico em macrofagos, uma vez que espécies
reativas de nitrogénio podem levar a destrui¢ao do patdégeno (Chen et al., 2018). Além
disso, as citocinas sdo essenciais para a ativagao celular e alteracdo de padroes da resposta
inflamatoria. Entretanto, mesmo na fase aguda o parasito dispde de mecanismos de
evasdo do sistema imune, ¢ dentre estes mecanismos destacam-se a manipulacao de
ativacdo dos macréfagos, onde o parasito invade a célula, regula a producao de citocinas
e inibe a via de producao de 6xido nitrico, e a “camuflagem” do reconhecimento do
sistema imune, uma vez que os compostos da superficie do 7.cruzi (mucinas glicosiladas)

dificultam o reconhecimento do parasito e reduz a eficiéncia da atuacdo de anticorpos



(Cardillo et al., 2015). Com a evasao do parasito, a infecgdo persiste e progride para a

fase cronica, com baixa parasitemia.
2.3 Quimioterapia anti - 7T.cruzi

O tratamento para a infec¢do por Trypanosoma cruzi é realizado por meio de
dois farmacos, conhecidos como nifurtimox e benznidazol. Apesar de serem os Unicos
compostos disponiveis para o tratamento da doenga, ambos possuem diversos efeitos
colaterais como ndusea, vOomitos, perda de peso, reacdes de hipersensibilidade e

neuropatias periféricas (Arraa et al., 2019).

O benznidazol [2-Nitro-N-(fenilmetil)-1H-imidazol-1-acetamida] possui um
desempenho biofarmacéutico aceitavel, com dose recomendada de 5 a 7 mg/kg em
adultos e 5 a 10 mg/kg em criangas de até 12 anos. O medicamento deve ser ingerido
oralmente, duas vezes ao dia por 30 a 60 dias. O nifurtimox [5-nitrofuranil (3-metil-4-(5'-
nitrofurfurilidenoamina) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-di6éxido)] possui maior eficécia,
mas ndo total, na fase aguda. Sua dosagem ¢ de 8 a 10 mg/kg, para todas as idades, e deve
ser ingerido todos os dias durante um periodo de 90 a 120 dias (Rojo et al., 2014).
Contudo, o medicamento nifurtimox nao € utilizado no Brasil devido a considera¢des da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), como a auséncia de estudos acerca

de sua seguranca.

Estes farmacos tém apresentado agdes sob a resposta imune do hospedeiro
infectado por 7. cruzi, uma vez que aproximam o padrao de expressao da resposta
imunolégica dos infectados ao padrao de individuos saudaveis (Gomez et al., 2024).
Contudo, apesar desta imunoregulacdo parcial, a destrui¢ao de 7. cruzi em conjunto com
um controle da resposta imune poderia contribuir para a mitigacao do dano tecidual, em
especial ao miocardio (Gutiérrez et al., 2011). Por isso, em paralelo a busca por novas
terapias anti-7. cruzi, t€m-se buscado também, terapias alternativas que possam controlar
a resposta inflamatoria e reduzir os danos cardiovasculares associados a infeccao por 7.
cruzi. Dentre estes alvos, destacam-se os peptideos vinculados ao sistema renina-

angiotensina, angiotensina 1-7 e alamandina 1-5 (Qaradakhi et al., 2016).
2.4 Angiotensina 1-7

A angiotensina 1-7 ¢ um peptideo bioativo, formado pela acdo da enzima

conversora de angiotensina 2 (ACE2), que converte a angiotensina 2 em angiotensina 1-



7, € que possui um receptor especifico, chamado de Mas (Qaradakhi et al., 2016). Todos
estes componentes formam o eixo ACE2/Ang-(1-7)/Mas, que ¢ uma ramifica¢do do
sistema renina-angiotensina (SRA). A via classica de RAS dispde de efeitos pro-
inflamatoérios e vasoconstritores, contudo, o eixo ACE2/Ang-(1-7)/Mas dispoe de efeitos
contrarios a via cléssica, podendo induzir a vasodilatagdo e a ag¢dao anti-inflamatéria
através da ligacdo entre o receptor Mas e o peptideo (Passos-Silva, Verano-Braga, Santos,

2013).

A agdo do eixo ACE2/Ang-(1-7)/Mas pode auxiliar através do seu potencial anti-
inflamatorio, reduzindo a quantidade de citocinas pro-inflamatdrias e aumentando
citocinas como a IL-10, e de sua regulacdo da via de 6xido nitrico, reduzindo o estresse
oxidativo nas células (Alenina; Dos Santos, 2015). O potencial de atenuagdo da
inflamacao por meio da Angiotensina 1-7 esté relacionado a ativagao de vias simpaticas
dependentes do receptor Mas. Além de promover mitigacdo da resposta inflamatoria, a
Angiotensina 1-7 demonstrou atuacdo na restauracdo da reatividade vascular, que pode

ser prejudicada em individuos infectados por 7. cruzi (Figueiredo et al., 2020).
2.5. Alamandina 1-5

A alamandina (1-5) ¢ outro peptideo vinculado ao sistema renina-angiotensina
(SRA) de mamiferos e ¢ formado a partir da alamandina. Sua formacdo ocorre pela
descarboxilacdo da angiotensina-(1-7) e pela agdo da enzima conversora de angiotensina
que cliva a alamandina. Este peptideo atua na modulagao da funcao cardiaca e vascular,
na reducao da pressdo arterial e na diminui¢ao da contratilidade cardiaca, através da
ativacdo de receptores protetores associados ao sistema renina-angiotensina, sendo um
destes receptores o receptor MrgD, onde estes estimulam a produ¢do de 6xido nitrico e
ativam vias metabolicas, levando a regulagdo da vasodilatacdo (Qaradakhi et al., 2016).

A atuacao da alamandina (1-5) sobre os receptores presentes no eixo protetor do
sistema ¢ de interesse em estudos acerca da doenca de Chagas devido ao seu potencial
anti-inflamatorio, onde sua acdo consiste na inibi¢do de vias inflamatorias como a via
NF-kB, e na sua agdo vasodilatadora. Além disso, o peptideo pode ser vidvel em
tratamentos de casos graves, uma vez que reduz a contratilidade cardiaca o que pode ser
benéfico a pacientes com cardiomiopatia chagésica (Dias et al., 2024). Acredita-se que a
alamandina possui maior potencial na modulagdo imunoinflamatéria em tecidos
cardiacos sob condi¢des patologicas, podendo ser um potencial tratamento para redugao

da inflamag¢do em quadros de infecgdo por 7. cruzi (Barbosa et al., 2024).



3. JUSTIFICATIVA
A infeccdo por 7. cruzi apresenta carater inflamatdrio, causando danos
estruturais e funcionais ao miocardio, mediados pela resposta imune do hospedeiro contra
o parasita. Diante das limitagdes terapéuticas dos farmacos atualmente disponiveis e do
risco continuo de progressao clinica associado a persisténcia da resposta imune mesmo
apos o tratamento, a investigacdo de novas estratégias capazes de mitigar os danos

miocardicos torna-se essencial.

Nesse contexto, os peptideos Angiotensina 1-7 ¢ Alamandina 1-5 despertam
interesse devido as suas propriedades cardioprotetoras. Esses peptideos promovem
regulacdo da vasodilatagdo e modulam respostas inflamatorias, reduzindo a expressao de
citocinas pro-inflamatorias e aumentando a de citocinas anti-inflamatorias. Com base
nisso, o presente estudo visa avaliar a acdo desses peptideos inicialmente em cultura
celular e, posteriormente, em modelos animais, com o objetivo de compreender seu

potencial terapéutico na protecdo do miocardio infectado por 7. cruzi.



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial terapéutico dos peptideos Angiotensina 1-7 ¢ Alamandina 1-

5 na infecgdo in vitro por T. cruzi

4.2 Objetivos especificos

e Analisar a citotoxicidade em células Vero de peptideos Angiotensina 1-

7 e Alamandina 1-5



5. METODOLOGIA
5.1 Células VERO

Para este estudo foram escolhidas as células VERO, que sdo células epiteliais
derivadas do rim de macaco africano, da espécie Cercopithecus aethiops, amplamente
utilizadas no ambiente de pesquisas, de forma majoritaria em estudos envolvendo
infecgdes virais e parasitarias uma vez que sdo estdveis as passagens € controlaveis em
ambientes in vitro, tornando-as ideais para o estudo de interagdo entre célula hospedeira
e patdégeno (Senpuku et al., 2025).

As células VERO sdo designadas para estudos de infectividade na infecg¢ao
experimental in vitro pelo T. cruzi devido a alta taxa de adesdo do parasito, em sua forma
tripomastigota, a célula. A adesdo ocorre devido a uma proteina presente na superficie do
parasito, de aproximadamente 80 kDa, que se liga a receptores presentes na célula e
através da emissao de sinais inicia o processo de internalizacao do parasito (Andrews et
al., 1987). Por meio do mecanismo de adesdo ¢ possivel visualizar a interagdo entre a
célula e parasito, e consequentemente tornando possivel estudos acerca de alvos

terapéuticos.

5.2 Ensaio de MTT

Para a realizacdo do ensaio foram utilizadas células da linhagem VERO
previamente cultivadas em meio DMEM F12. O ensaio de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil brometo de tetrazolio] foi utilizado neste trabalho para avaliar a viabilidade
celular apds tratamento com os peptideos, ou seja, para encontrar o valor de CCso (valor
da concentragdo do peptideo que reduz a viabilidade celular em 50%). Para realizagdo
deste ensaio, o primeiro passo efetuado foi o plaqueamento das células em duas placas de
96 pocos, onde cada poco continha 10.000 células suspensas. Com esta etapa concluida,
as placas com as células foram colocadas em estufa de CO> por 24 horas.

Ap0s a etapa de plaqueamento, foi realizado o tratamento destas células com os
peptideos Angiotensina 1-7 e Alamandina 1-5. Foram testadas 8 concentracdes (uM/L)
dos peptideos, que consistiram na mesclagem de meio DMEM e da solugdo estoque-mae,
que foi preparada a partir de 1 mg de peptideo, 50 uL de DMSO e 950 uL de meio DMEM.
As concentracdes foram separadas por letras, de AaH,onde A=03,B=1,C=3,D=
9, E=27,F =281, G=243 e H = 724 ¢ foram testadas em triplicata. Além das
concentragdes também foram adicionados as placas o controle positivo, constituido por

meio DMEM com células, e o controle negativo, constituido por DMSO.



Seguido a etapa de tratamento, apds 24 horas, foi retirado o tratamento da placa
designada para a leitura apds 24 horas. Sem a presenga de liquidos na placa, foram
colocados em cada pogo 60 uL de MTT e submeteu a placa a estufa por 2 horas. Passadas
as duas horas, a placa foi lida no equipamento TECAN no comprimento de onda 570 nm.
Com a leitura efetuada, os valores de absorbancia da luz foram submetidos a calculos no
Excel e posteriormente ao GraphPad Prism. O mesmo processo foi realizado com a
segunda placa, que foi designada para leitura apds o tempo de 48 horas da etapa de

tratamento.



6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Ensaio de MTT

Os ensaios de MTT sinalizaram um valor de CCsode 296,69 uM no tempo de 24
horas e de 393,00 uM no tempo de 48 horas para a Angiotensina 1-7. Ao avaliar a
Alamandina 1-5, observou-se um valor de CCsode 401,92 uM no tempo de 24 horas e de
487,47 uM no tempo de 48 horas.

A partir destes resultados, concluiu-se que os peptideos avaliados apresentavam
baixa citotoxicidade. Segundo a literatura, valores de CCso acima de 100 uM em células
da linhagem Vero sdo indicativos de que o peptideo/composto possui seguranca nas
células de hospedeiros (Ivanov et al., 2020). Segundo Lautner e colaboradores, estes
peptideos apresentariam seguranca as células de mamiferos por serem derivados de
células presentes no corpo humano (Lautner et al., 2013). Em suma, ambos os compostos
demonstraram ser promissores para testes futuros no contexto de infeccao e tratamento

da doenca de Chagas.

Figura 3: Resultados obtidos com o MTT. (a) grafico de viabilidade celular frente as
concentragdes de Angiotensina 1-7 com 24 horas de tratamento; (b) grafico de viabilidade frente as
concentragdes de Angiotensina 1-7 com 48 horas de tratamento; (c) grafico de viabilidade celular frente as
concentragdes de Alamandina 1-5 com 24 horas de tratamento; e (d) grafico de viabilidade frente as
concentragdes de Alamandina 1-5 com 48 horas de tratamento. Cada grafico indica o valor de CCso para

cada peptideo em seu respectivo tempo de cultura.
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Notou-se que o valor de CCso ap06s 48 horas foi superior ao valor encontrado em
24 horas, contudo, fatores como degradacdo parcial dos peptideos em meio de cultura e
mecanismos de adaptacdo e defesa das células contra a ligacdo com os peptideos podem
ser considerados aqui para esta variagdo entre os tempos de 24h e 48h (Marques et al.,
2018). Tendo isso em vista, optou-se pelo valor de CCso de 24 horas para avaliar a
citotoxicidade dos peptideos, uma vez que neste tempo as interferéncias foram reduzidas
possibilitando um resultado melhor para a avaliacdo e para a sequéncia dos testes deste

trabalho.



7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS
Conclui-se, com base neste trabalho, que os peptideos Angiotensina 1-7 e
Alamandina 1-5 apresentam baixa citotoxicidade e potencial como alvos terapéuticos
para infec¢des por T. cruzi, devido as suas propriedades cardioprotetoras, incluindo a
regulagao da vasodilatacdo e a modulagdao de respostas inflamatérias. Futuramente,
pretende-se avaliar sua agdo sobre a infectividade e determinar o indice de seletividade in

vitro, avangando posteriormente para experimentagdo em modelos animais.
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