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A felicidade murcha como as flores; entretanto, assim como o bom
jardineiro sempre tem a seu alcance outras para substitui-las, quem
possui conhecimentos pode, também, substituir constantemente os
motivos que d&o permanéncia a felicidade na vida. O conhecimento a

fixa, a torna estavel; permite sentir seu palpitar de eternidade.

(PECOTCHE, 1988, p. 44)



RESUMO

A doenca de Chagas, conhecida como tripanossomiase americana, € uma enfermidade
endémica e letal causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Moringa oleifera € uma planta
Pantropical cujas fores expressam um inibidor de tripsina proteico (MoFTI, do inglés M.
oleifera flower trypsin inhibitor) que foi previamente relatado como agente tripanocida. Este
trabalho avaliou o efeito de MoFTI sobre a viabilidade de células mononucleares de sangue
periférico humanas (PBMCs), bem como seu efeito sobre a producéo das citocinas IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IFN-y, TNF e oxido nitrico (NO) por PBMCs infectados com T. cruzi. Flores
frescas foram homogeneizadas com &gua destilada para obtencdo do extrato e MoFTI foi
isolado por cromatografia de afinidade em coluna contendo Tripsina-Agarose. Em seguida, o
inibidor foi avaliado quanto ao efeito na atividade de tripsina utilizando o substrato comercial
BApNA e na sobrevivéncia de tripomastigotas de T. cruzi livres. MoFT I foi avaliado quanto ao
efeito na viabilidade de PBMCs e foram determinadas concentragdes seguras para avaliacdo do
efeito imunomodulador. indices de seletividade foram calculados como a razao entre os valores
de CCso e CLso (concentracdo 50% citotoxica, e concentracdo que mata 50% dos
tripomastigotas de T. cruzi, respectivamente). Apos isso, 0 efeito de MoFT]I sobre a producéo
de citocinas e éxido nitrico (NO) por PBMCs infectados com T. cruzi foi investigado. MoFTI
(62 U/mg de atividade inibidora contra tripsina) foi habil em matar tripomastigotas livres (LCso
de 43,55 pg/mL) corroborando com os resultados que ja foram descritos e ndo apresentou
toxicidade para PBMCs até 500 pg/mL. O inibidor foi fortemente seletivo para tripomastigotas
em relacdo aos PBMCs (indice de seletividade maior que 11,48). Quando os PBMCs foram
infectados com T. cruzi e tratados com MoFT]1 (43,55 ou 87,1 pg/mL) a liberacgdo de citocinas
pré-inflamatorias (TNF-a e INF-y) e anti-inflamatoria (IL-10), bem como de NO foi
significativamente (p < 0.05) aumentada. Em conclusdo, os dados relatados neste trabalho
apontam MoFTI como um promissor agente imunomodulador sobre PBMCs humanos
infectados com tripomastigotas de T. cruzi com um bom grau de especificidade para as células

do parasita em relacdo as células sanguineas hospedeiras.

Palavras chave: inibidor de protease; Moringa oleifera; atividade tripanocida; citocinas; 0xido

nitrico.



ABSTRACT

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is an endemic and lethal disease
common in Latin America that is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi. Moringa oleifera
is a pantropical tree whose flowers express a proteinaceous trypsin inhibitor (MoFTI, M.
oleifera flower trypsin inhibitor) that was previously reported as a trypanocidal agent. This
work evaluated the effect of MoFT]I on the viability of human peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs), as well as its effects on the production of cytokines and nitric oxide (NO) by
PBMCs infected with T. cruzi. Fresh flowers were homogenized with distilled water to obtain
the extract and MoFTI was isolated by affinity chromatography on Trypsin-Agarose column.
Then, the inhibitor was evaluated for the effect on trypsin activity using the commercial
substrate BApNA and on the survival of free T. cruzi trypomastigotes. MoFT| was evaluated
for the effect on the viability of PBMCs and safe concentrations were determined to assess the
immunomodulatory effect. Selectivity indices were calculated as the ratio between the CCsgo
and LCso values (50% cytotoxic concentration, and concentration that kills 50% of T. cruzi
trypomastigotes, respectively). Next, the effect of MoFTI on the production of cytokines and
nitric oxide (NO) by PBMCs infected with T. cruzi was investigated. MoFTI1 (62 U/mg of
inhibitory activity against trypsin) was able to kill free tripomastigotes (LCso of 43.55 pg/mL)
and was not toxic to PBMCs up to 500 pg/mL. The inhibitor was highly selective for
trypomastigotes regarding to PBMCs (selectivity index greater than 11.48). When PBMCs
were infected with T. cruzi and treated with MoFTI (43.55 or 87.1 pg/mL) the release of pro-
inflammatory (TNF-o and INF-y) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines, as well as NO was
significantly (p < 0.05) increased. In conclusion, the data reported in this work points MoFTI
as a promising immunomodulatory agent on human infected PBMCs with T. cruzi
tripomastigotes with a good degree of specificity for parasite cells regarding the host blood

cells.

Keywords: protease inhibitor; Moringa oleifera; trypanocidal activity; cytokines; nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNSs) constituem um grupo de enfermidades cuja
ocorréncia reflete o quadro de desigualdade social nos paises e inclui a dengue, a
esquistossomose, a hanseniase, a maldria, a tuberculose, entre outras enfermidades dentre as
quais destacamos a doenga de Chagas e as leishmanioses (BRASIL, 2010). De acordo com o0s
dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS, 2019), cerca de 1,5bilhGes de pessoas por ano
em todo o mundo sdo acometidas por alguma dessas doencas. As populagdes mais afetadas sdo
geralmente aquelas vulneraveis economicamente e com limitacdes de acesso aos servicos de
salde. A reducdo da ocorréncia dessas doengas é importante para que um pais alcance o
desenvolvimento econdmico, uma vez que, anualmente, 0s gastos com prevencao e tratamento

das DTNs custam bilhdes de dolares aos paises em desenvolvimento (DNDi, 2018).

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, € causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi e ocorre principalmente em areas endémicas da América
Latina com registros relevantes de mortalidade. A doenca de Chagas é transmitida pelo contato
com as fezes de insetos triatomineos infectados, conhecidos popularmente como “barbeiro” ou
“chupao”. Atualmente ¢ estimado que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo

estejam infectadas com T. cruzi (OMS, 2018).

O ciclo de vida de T. cruzi é complexo, alternando entre inseto vetor e hospedeiro
vertebrado, com formas evolutivas que diferem bioquimica e morfologicamente: epimastigotas
(forma replicativa encontrada no intestino do inseto), tripomastigotas metaciclicos (forma
presente na porcao final do tubo digestivo e nas fezes do inseto), tripomastigotas sanguineos
(encontrados no sangue do hospedeiro) e amastigotas (forma intracelular presente nos tecidos
do hospedeiro vertebrado). Tripomastigotas e amastigotas sdo as formas clinicamente
relevantes, constituindo alvos para drogas contra doenga de Chagas (DE SOUZA, 2002).

Atualmente, apenas duas drogas de efeito tripanocida estdo disponiveis para o
tratamento da doenca de Chagas, o benzonidazol (LAFEPE) e o nifurtimox (Bayer). Apesar de
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude, a quimioterapia para a doenca de Chagas
tem sérias limitacGes, uma vez que o benzonidazol e o nifurtimox séo eficientes para o controle
da parasitemia na fase aguda da doenca, mas tém eficacia limitada na fase crénica e apresentam
alta toxicidade para o hospedeiro (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018). Na
década de 1980 o Nifurtimox teve sua producdo descontinuada no Brasil, mas pode ser
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disponibilizado pelo Ministério da Salde em casos de resisténcia ou forte reacdo ao
benzonidazol (FERREIRA et al., 2019). O benzonidazol e o nirfutimox apresentam sérios
efeitos colaterais, como anorexia, nausea, vomito, dor de cabeca, depressdo do sistema nervoso
central ou sintomas maniacos, vertigem, parestesias, polineuropatias periféricas e dermatites,
geralmente esses efeitos adversos podem levar o paciente a desistir do tratamento (FARIA et
al., 2007).

Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) é uma planta pantropical que tem despertado
interesse devido as suas propriedades medicinais e utilizacdo como planta forrageira, bem como
por ser uma fonte promissora de 6leos e biogas (MAKKAR e BECKER, 1996; FOIDL et al.,
2001; KARADI et al., 2006). Suas flores contém calcio, potassio e antioxidantes (- € y
tocoferol) (SANCHEZ MACHADO et al., 2006). Pontual et al. (2012) caracterizaram um
extrato de flores de M. oleifera em agua destilada, revelando a presenga de B-amirina, f3-
sitosterol, flavonoides (campferol e quercetina) e de uma proteina com atividade inibidora de
tripsina (MoFT]I, do inglés M. oleifera flower trypsin inhibitor); os autores demonstraram a
toxicidade do extrato para larvas de Aedes aegypti nos estagios L2, L3 e L4, sendo este Gltimo
o de maior susceptibilidade ao tratamento. Em trabalho mais recente, foi reportado que, apds
purificado, MoFTI (com peso molecular de 18 kDa) causou mortalidade (CLso = 0,3 mg/mL) e
atrasou o desenvolvimento de larvas de A. aegypti (PONTUAL et al., 2014). Os relatos sobre
as atividades biologicas de MoFTI também incluem acdo tripanocida por causar lise de
tripomastigotas de T. cruzi com CLsopan de 41,20 + 4,28 pg/mL (PONTUAL et al., 2017) com
seletividade de 7,9 a >12 células do parasita em relagdo a macro6fagos peritoneais murinos e
células Vero, respectivamente (PONTUAL et al., 2017).

A escassez de terapia efetiva para doencga de Chagas durante a fase cronica, e com baixa
toxicidade para células do hospedeiro tem impulsionado a busca por novos agentes
tripanocidas. Considera-se também que um dos importantes efeitos esperados para as drogas de
acao tripanocida é que sejam capazes de estimular o sistema imune do hospedeiro, o que,
juntamente com a acdo direta sobre o parasita, facilita sua eliminacdo (SATLHER-AVELLAR
etal., 2012). Nesse sentido, os relatos da acdo direta de MoFT| sobre tripomastigotas de T. cruzi
estimularam a avaliacdo do efeito do inibidor na resposta imune de células mononucleares de

sangue periférico (PBMCs) humanas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o inibidor de tripsina de flores de Moringa oleifera (MoFTI) quanto ao efeito

sobre a producéo de citocinas por PBMCs infectadas com Trypanosoma cruzi.

2.2 Objetivos Especificos

e Purificar MoFT]I a partir de protocolo previamente estabelecido.

e Investigar MoFTI quanto a atividade tripanocida contra tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi.

e Avaliar MoFTI quanto a citotoxicidade para PBMCs.

e Determinar o efeito de MoFTI sobre a producéo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IFN-y e TNF) por PBMCs infectados ou ndo com T. cruzi.

e Analisar o efeito de MoFTI sobre a producéo de 6xido nitrico por PBMCs infectados

ou ndo com T. cruzi
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Doengas tropicais negligenciadas

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) s&o um grupo diverso de enfermidades
crbnicas debilitantes causadas por protozoarios, bactérias, fungos ou virus. Sua maior
prevaléncia ocorre em paises com climas tropicais e subtropicais, estando distribuidas em
149 paises em desenvolvimento onde acometem mais de 1,5 bilhGes de pessoas, geralmente
em comunidades de maior vulnerabilidade econémica onde o saneamento e 0 acesso aos
servicos de salide publica sdo precarios (HOUWELING et al., 2016; ARRUA, 2019; OMS,
2019). Assim, as DTNs refletem o quadro de desigualdade social nos paises e a maneira
mais eficiente para reduzir a sua disseminacdo é melhorar a qualidade de vida da populacdo
(DNDi, 2018).

Por atingirem principalmente a populacgéo de baixa renda, as DNTs ndo possibilitam
retornos lucrativos para a industria farmacéutica, possuem pouca visibilidade politica e 0s
problemas associados a sua ocorréncia sdo eventualmente ignorados. Contudo, o que
precisa ser compreendido é que com a diminui¢do da incidéncia dessas doencas, 0s paises
poderiam alcangar o desenvolvimento econdmico mais facilmente, pois 0s gastos com
prevencao e tratamento das DNTs custam anualmente bilhdes de dolares aos seus cofres
(SANTOS et al., 2017).

O tratamento de doengas desse grupo geralmente é restrito, devido ao alto custo e,
além disso, algumas drogas sdo altamente téxicas. Mesmo assim, a busca por novos
farmacos que sejam mais eficazes e tolerados pelo organismo humano é desestimulada
devido ao baixo incentivo para erradicacdo das DTNs, a falta de interesse das industrias de
medicamentos e ao fraco apoio as pesquisas académicas (ARRUA, 2019). Dentre as DTNs

podemos destacar a doenca de Chagas.

3.2 Doenca de Chagas

3.2.1 Aspectos gerais da doenca

Em 1909, o médico sanitarista brasileiro Carlos Chagas (1879-1934) fez o

descobrimento da doenga de Chagas (DC) no Sudeste do Brasil, no estado de Minas Gerais
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(CHAGAS, 1909). Essa descoberta trouxe aspectos relevantes da doenca, sendo descritas
informacdes sobre as formas clinicas, o agente etioldgico, identificado no sangue humano, bem
como os mecanismos de infeccdo e as formas de transmissdo da doenca (MARIN-NETO,
2017).

A DC, também conhecida como tripanossomiase americana, € uma doenca infecciosa,
potencialmente letal. Anualmente sdo registradas 50.000 casos de mortes distribuidas em todo
0 mundo (GONCALVES-SANTOS et al., 2019) e, como caracteristica do grupo das DNTSs, é
uma doenca restrita a paises pobres ou em desenvolvimento, em &reas sem saneamento basico
(DIAS et al., 2015; MARIN-NETO, 2017). Dados epidemioldgicos apontam que, nos anos de
1990 eram 30 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo com DC e houve uma reducgéo
para 7 milhdes de pessoas no ano de 2010, porém dados do mesmo periodo ndo mostram uma
diminuicdo significativa no risco de exposic¢ao ao parasita, considerando que o risco de contrair
essa doenga foi reduzido em 30% (RASSI, 2010).

Mais atualmente, a distribuicdo da DC ocorre principalmente em &reas endémicas da
América Latina onde acomete em torno de 21 paises endémicos e 19 paises ndo endémicos,
devido ao processo de imigracdo que acarretou na expansao da doenca (BIVONA et al., 2020).
A DC pode ser encontrada nos paises da América do norte, Europa, Asia e Oceania (COURA
et al., 2014). Na América Central e do Sul, pelo menos 120 milhdes de pessoas estdo em risco
de contrair a doenca de Chagas e, anualmente, em torno de 12.000 mortes sdo causadas pelos
agravos da cardiomiopatia cronica dessa doenca (CUNHA-NETO, 2014).

O processo de globalizacdo causou modificac6es epidemioldgicas na DC disseminando-
a e originando diferentes formas clinicas da doenca. O aumento nas migra¢Ges humanas,
desmatamento ambiental, modifica¢cBes climaticas, popularizacdo nas &reas urbanas e
condic¢des sociais vulneraveis (auséncia de saneamento bésico, educacao, salde publica de
qualidade, baixa renda nas familias) contribuem para os indices elevados de casos da DC em
todo o mundo (Figura 1) (DIAS et al., 2015).

A DC pode ser transmitida por véarias espécies de vetores da familia Reduviidae,
subfamilia Triatominaee, que variam de acordo com a regido que sdo encontrados (Figura 2)
(OMS, 2018; CHUIT, et al 2019). Esses insetos hematdfagos ficam geralmente em locais
escondidos nas paredes, rachaduras atras de quadros e moveis, ou em telhados. Os triatomineos
sdo frequentemente encontrados em casas suburbanas, rurais ou em areas préximas de matas e
seu habito de vida é noturno. Para alimentar-se pica os individuos e imediatamente defeca
proximo a picada. Se o inseto estiver infectado pelo agente etioldgico, este sera eliminado

através das fezes e o individuo coca a regido da picada fazendo o parasita penetrar na sua
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corrente sanguinea. Tal comportamento fez com que esses insetos fossem popularmente
conhecidos como “barbeiro” ou “chupao” e esse tipo de contagio é classificado como uma
transmisséo vetorial (WHO, 2017).

Figura 1 - Distribuicdo geogréafica dos casos da doenca de Chagas em todo 0 mundo, 2006-
2015.

] Nodata avatable
[ Not applicable

Fonte: WHO, 2017.

Figura 2 - Espécies de insetos triatomineos distribuidos na regido nordeste.
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Fonte: Adaptado JURBERG et al., 2014.

mée para filho (é estimado que cerca de 3% e 10% das criancas contraem a doenca por essa
via) ou pela via oral, mais frequente entre hospedeiros vertebrados como os pequenos primatas,

que se alimentam de insetos triatomineos infectados (FREILIJ, 2019). A contaminagéo oral



19

também é comum através de alimentos e bebidas, como o acai , sucos de frutas e o caldo-de-
cana (NOYA, 2015) que tenham sido processados juntamente com os insetos infectados. Essa
forma de transmissao pode apresentar maiores riscos a saude do hospedeiro com manifestacdes
clinicas mais severas do que na transmissao vetorial. Os sintomas mais descritos sdo: 0 edema
que é observado na face, gengivas e lingua, miocardite, febre prolongada, esplenomegalia e
hepatomegalia (FREILIJ, 2019).

Existem ainda outras formas de transmissdo que ocorrem com uma menor frequéncia,
como por exemplo através da transfusdo de sangue, 6rgdos ou em casos de acidentes
laboratoriais. Estudos mais recentes mostraram que a transmisséo sexual da DC pode ocorrer,
pois foram encontrados vestigios do DNA do agente etiolégico (Tripanosoma cruzi) em
espermatozoides dos individuos que estavam infectados com o parasita (ARAUJO et al., 2017).

O diagndstico na fase aguda da DC ¢ baseado na deteccdo de parasitas no sangue do
hospedeiro. O exame microscépio para identificacdo do parasita pode ser realizado por métodos
diretos no sangue ou liquido cefalorraquidiano do paciente. Os testes soroldgicos ndo sdo
utilizados para a fase aguda, no entanto a detec¢do de imunoglobulina M anti- T. cruzi (IgM)
pode ser empregado. Esses ensaios soroldgicos de IgM ndo estdo disponiveis e nem
padronizados. No caso de bebés no primeiro més de vida, pode ser detectada a presenca do
parasita através do sangue do corddo umbilical ou sangue periférico do neonato (RASSI et al.,
2012).

3.2.2 Agente etioldgico

O agente causador da DC pertence a espécie Trypanosoma cruzi (ordem Kinetoplastida
e familia Tripanosomatidae), um protozoario flagelado que, como caracteristica da ordem a
qual pertence, apresenta uma estrutura chamada de cinetoplasto. Além disso, contém cerca de
20% de seu DNA total distribuido em forma de grandes e pequenos circulos e possue um flagelo
gue desenvolve-se melhor nos estagios extracelulares. Eessa estrutura se desenvolve proximo
ao cinetoplasto e surge através de uma bolsa flagelar cuja localizacdo em relagdo ao ndcleo
pode ser diferente de acordo com o estagio parasitario (SOTO et al., 2019).

T. cruzi infecta cerca de 8 milhdes de pessoas na América Central e do Sul (DE
FUENTES-VICENTE, 2019). Seu ciclo de vida alterna entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados. Nos vertebrados, é encontrado no sangue e nos tecidos, enquanto nos
invertebrados é encontrado no interior do intestino. O ciclo se inicia quando o vetor triatomineo

faz ingestdo de tripomastigotas sanguineos através do repasto sanguineo de um mamifero
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infectado. Apds a ingestdo, os tripomastigotas sdo diferenciados em epimastigotas (forma
replicativa encontrada no intestino do vetor, dividida por fissdo binaria) no intestino anterior
dos insetos. Em seguida, os epimastigotas passam para o intestino posterior na porcao do reto,
e sdo diferenciados em tripomastigotas metaciclicos que sdo eliminados nas fezes do vetor. A
invasdo dos tripomastigotas metaciclicos ocorre através de uma ferida causada pela picada ou
através da membrana mucosa do mamifero hospedeiro. No citoplasma das células, ocorre a
diferenciacdo da forma intracelular amastigota. A replicacdo ird ocorrer em um tempo de 12
horas no periodo de 4 a 5 dias ao fim dos quais acontece novamente a diferenciacdo em
tripomastigotas até a lise celular para a liberagdo dos tripomastigotas na corrente sanguinea.
Dessa forma o ciclo podera ser iniciado novamente (Figura 4) (SOTO, 2019; LONGO, 2015).
Tripomastigotas e amastigotas sdo as formas clinicamente relevantes, constituindo alvos para
drogas contra DC por serem as formas de vida encontradas nos mamiferos (DE SOUZA, 2002).

Apesar da reprodugdo do T. cruzi ser assexuada, ou seja clonal, esse protozoario
apresenta uma grande diversidade genética e bioguimica diante das suas cepas. De acordo com
0 quadro clinico do paciente essa diversidade tem grande importancia para a fase de tratamento.
Estudos mostram que existe uma grande diversidade gendmica de T. cruzi e de acordo com essa
variabilidade, sdo classificados em seis unidades de tipagem discreta (DTUs) baseadas na
origem genética (BRISSE et al., 2000; ZINGALES et al., 2009; ZINGALES, 2012) que sdo
atualmente chamados de T. cruzi I-VI (Tcl-TcVI).

Pesquisas mostram que as infec¢des da DC na regido da America Latina sdo ocasionadas
por DTUs, Tcl, Tcll, TcV e TcVI, a Tclé, restrita apenas para o ciclo silvestre (ESPINOSA,
2010). Essas DTUs sdo geralmente identificadas nos ciclos de transmissdo doméstico. A
classificagdo das DTUs do T. cruzi e das amostras bioldgicas exerce grande importancia para a
compreensdo da epidemiologia da DC. Sendo necessario para verificar relacdes entre as cepas,
caracteristicas clinicas ou a transmissdo desse parasita auxiliando no controle dessa doenca
(HERRERA, 2019).
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Figura 3 - Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Adaptado BERN, 2015.

T. cruzi apresenta em seu metabolismo o envolvimento de varias proteinas, dentre elas
as proteinases de cisteina (CP) que sdo amplamente encontradas na familia Trypanosomatidae.
Especificamente em T. cruzi, foi possivel caracterizar a CP cruzipaina (CAZZULO, CAZZULO
FRANKE, MARTINEZ, 1990). A cruzipaina € uma protreinase classificada como um antigeno
imunodominante, encontrado na maioria dos soros de pacientes com DC. E considerada como
a principal proteinase lisossdbmica de T. cruzi. Sdo atribuidas funcdes importantes a essa
proteina como o envolvimento na nutricdo do parasita, dentro do intestino dos insetos, além da
sua funcdo na entrada dos tripomastigotas dentro das células do hospedeiro vertebrado para em
seguida evoluir para a forma amastigota (SOUTO-PADRON et al., 1990; CAZZULO, 2002).
Essa proteina foi descrita em todas as formas evolutivas de T. cruzi, porém em niveis diferentes,
sendo mais ativa na forma epimastigotas (CAMPETELLA et al., 1990; FRANKE DE
CAZULLO etal., 1994; CAZZULO, 2002).
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3.2.3 Manifestacdes clinicas

A DC apresenta duas fases: a fase aguda e a fase crénica. Apos a infeccdo sera iniciada
a fase aguda que pode durar em torno de 2 meses com alta parasitemia (Figura 4) devido a
circulacdo livre do T. cruzi na corrente sanguinea ou pelo sistema linfatico. A fase aguda pode
ser assintomatica ou apresentar sintomas inespecificos. Contudo, alguns sinais podem ser
identificados nessa fase do processo infeccioso, como a presenca de lesGes cutaneas e o sinal
de Romaria (o inchago das palpebras) que ira auxiliar no diagnostico precoce da doenca (WHO,
2017).

Figura 4 - Evolucéo clinica da doenca de Chagas.
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Fonte: Traduzido de RASSI et al., 2012.

Apos a fase aguda, se o paciente ndo for tratado, o quadro clinico evolui para uma fase
crénica, que ocorre apds a disseminagdo dos parasitas na corrente sanguinea e no sistema
linfatico. Essa fase ndo sera reversivel, permanecendo por toda a vida do paciente. Na fase
crénica cerca de 60% a 70% dos pacientes ndo desenvolvem sintomas clinicos, sendo, neste
caso, essa forma cronica classificada como indeterminada. Cerca de 30% a 40% dos individuos

desenvolvem as formas cronicas cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva da doenca (RASSI et
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al., 2010). Na maioria dos casos é verificado que a infec¢do na forma cardiaca é a que oferece
mais riscos ao paciente podendo leva-lo a morte por causa da arritmia ou insuficiéncia cardiaca.

Na infeccdo cronica da forma cardiaca ocorrem varios danos ao coragdo, como
diminuicdo das paredes ventriculares, disfungdo biventricular, aneurismas cardiaco, trombos
murais, destruicdo das células do miocérdio, dentre outros danos que podem ser causados no
musculo do coracdo. Os danos observados na DC cronica do trato gastrointestinal podem ser
compreender 0 megacolon e megaeséfago; nos exames laboratoriais, podem ser encontradas
lesbes inflamatdrias focais com infiltracdo linfocitica e 0 nimero de neurdnios do plexo
mioentérico pode ser consideravelmente reduzido (RASSI, et al., 2012). Esses danos
caracteristicos da fase crénica da DC se devem ao fato dos parasitas ainda estarem se
multiplicando e persistirem no organismo do hospedeiro de forma que as lesdes se tornem cada
vez mais graves, podendo levar o hospedeiro a morte. A eliminacdo desses parasitas do
organismo hospedeiro pode ser realizada através de métodos que estimulem a resposta imu e
ou com o tratamento com medicamento indicado.

Na fase cronica da DC, devido a baixa parasitemia, o diagnoéstico € realizado através da
deteccdo soroldgica dos anticorpos especificos para imunoglobulina G (IgG) que fazem ligacéo
ao antigeno T. cruzi (Figura 4). Para um paciente ser considerado infectado com a DC seu teste
soroldgico necessita ser positivo para duas técnicas distintas. Entre varios métodos que podem
ser utilizados para esse diagndstico na fase cronica, podemos citar o ELISA (teste
imunoenzimatico para deteccdo de anticorpos especificos) que € um método amplamente

utilizado para confirmacéo de pacientes com a fase crénica da DC (FREILIJ, 2019).

3.2.4 Resposta imune

A resposta imune exerce papel fundamental para manter o equilibrio no organismo do
hospedeiro vertebrado. Estudos comprovam que a destruicdo das células do hospedeiro por T.
cruzi e algumas lesbes, chamadas de imunomediadas secundarias sdo consideradas como 0s
processos mais graves da DC. Com o objetivo de minimizar essas complicagdes, a eliminagéo
do parasita e a regulacao da resposta imune desempenham papeis fundamentais em estratégias
para tratamento da DC (GONCALVES-SANTOS et al., 2019).

A resposta imune é extremamente importante durante as fases clinicas da doenga, tanto
aguda, quanto cronica. Apoés a infeccdo do hospedeiro por T. cruzi ha uma série de reacdes em
cascata desencadeadas para ampliar a resposta imune inata e, em seguida, a adaptativa. Mesmo

assim, a resposta do sistema imunoldgico ndo é eficaz para eliminar o parasita do organismo
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hospedeiro, uma vez que T. cruzi possui diversos mecanismos para evadi-lo (ACEVEDO,
GIRARD, GOMEZ, 2018).

O conhecimento sobre os mecanismos envolvidos na resposta imunoldgica em casos de
DC foi descrito por estudos utilizando modelos animais, incluindo camundongos. Vérias células
do nosso organismo estdo envolvidas nessa resposta, incluindo os linfocitos NK (Natural
Killer) e células T (CD4* e CD8"); a producgdo dos anticorpos pelas células B também esta
envolvida (BRENER, GAZZINELLI, 1997; DOS REIS, 1997; ESPINOSA, 2010). A
resisténcia de T. cruzi a infeccdo tem sido relacionada ao aumento das citocinas pré-
inflamatorias IL-12 e IFN-y, as quais participam na ativagdo da producao de éxido nitrico (NO)
pelos macrofagos o qual exerce toxicidade direta sobre T. cruzi. Por outro lado, as citocinas de
resposta Th2 como IL-10, IL-4 e TGF- B sdo relacionadas a vulnerabilidade ao T. cruzi
(RODRIGUES et al., 2000; HIYAMA, 2001; ESPINOSA, 2010) .

A resposta imune inata envolve o sistema complemento composto por mais de 40
proteinas que circulam livremente pelo plasma sanguineo e atuam através de uma cascata de
eventos proteoliticos que aumentam a sinalizacao ativada na presenca de um patégeno, como o
T. cruzi. O papel do sistema complemento culmina com a fixagdo de opsoninas nos epitopos
do antigeno, possibilitando a fagocitose dos patdgenos (opsonizagéo). Esse evento ativa varias
respostas que iniciam a inflamacéo, auxiliando no combate & infec¢éo. A ativacdo do sistema
complemento pode ser realizada através de trés vias: a classica, a alternativa e a da lectina
(MBL, do inglés Mannose-binding lectin), que formam o complexo C3 convertase e €
hidrolisado em C3a e C3b. Os mecanismos utilizados pelo sistema complemento compreendem
a fagocitose mediada pelo receptor C3b que tem expressdo em neutréfilos e macrofagos, e C3a
que desempenha um papel pré-inflamatério (ACEVEDO, GIRARD, GOMEZ, 2018).

T. cruzi desenvolveu varios mecanismos para sua sobrevivéncia dentro do hospedeiro,
possibilitando a inativagdo do sistema complemento. A proteina do reticulo endoplasmatico
(RE) a calreticulina (TcCRT) encontra-se na superficie do parasita depois da infeccdo e é capaz
de fazer ligagdo a varios sensores de padrdo molecular, por exemplo C1q, MBL (FERREIRA,
et al. 2004) e 1- ficolina (SOSONIUK, et al. 2014) prejudicando a ativacdo do complemento.
O T-DAF (fator de aceleracdo de decaimento tripomastigota) € outra proteina de T. cruzi que
modula a conversdo do complexo C3 pelas vias alternativa e classica, impedindo também a
formagdo dos complexos do sistema complemento (CARDOSO, REIS-CUNHA,
BARTHOLOMEU, 2016; GEIGER, etal. 2016; LIDANI, et al. 2017; ACEVEDO, et al. 2019).

As células de primeira linha de defesa sdo os macrdfagos, neutréfilos e células

dendriticas (DCs) que atuam contra varios patdgenos. Sao responsaveis pelo reconhecimento
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dos padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e padrGes moleculares associados a
danos (DAMPs) que irdo estimular a imunidade inata diante dos receptores de membrana, por
exemplo o receptor Tolllike (TLR). Estes possibilitam a atuacdo do sistema imune para detectar
e fagocitar os microrganismos. O proximo passo € a liberagdo de citocinas que tem a capacidade
de modular a resposta local onde esta ocorrendo a infeccdo (ABBAS, 2012; FERREIRA, et al.
2004; ACEVEDO, et al. 2019).

Nas infeccBes causadas por patdgenos intracelulares, as células NK (Figura 5)
participam na diferenciacdo das células T com relagdo a um perfil de inflamacgéo e fazem a
ativacdo de macrdfagos pela secrecdo de IFN-y apds o processo de infeccdo que pode ser
fundamental para identificacdo e controle dos parasitas na fase aguda da DC (CARDILLO,
REED, SILVA, 1996; ACEVEDO, et al. 2019). As células B estdo relacionadas a imunidade
adaptativa e possuem a capacidade de produzir anticorpos, na infeccdo pelo T. cruzi sdo
observadas mudancas na maturacdo e diferenciacdo dessas células B, dessa forma induzindo
uma resposta do anticorpo que nédo possibilita a eliminagdo do parasita (ACOSTA et al., 2007;
ACEVEDO et al., 2019). Foi relatado que na DC cronica, 0s pacientes tem um aumento da
ativacdo dos linfécitos T para secretar citocinas pro e anti-inflamatorias; essa reposta das células
T mantém a parasitemia baixa na fase cronica da DC (DUTRA, GOLLOB, 2008; SARTORI et
al., 2002; ACEVEDO et al., 2019).

As respostas dos Linfocitos T citotoxicos (LTC) sdo consideradas alvos principais para
0 conhecimento da resposta imune na DC. Foi mencionado que células T CD8" sdo
fundamentais para controlar a infeccdo pelo T. cruzi. Os pacientes cronicos cardiacos graves
tinham uma menor frequéncia de CD8" comparado com o0s pacientes cardiacos leves e
assintomaticos, mostrando no entanto que a resposta do LTC pode auxiliar a progressao dos
sintomas da DC (JUNQUEIRA et al., 2010; TARLETON, 1990; TARLETON et al., 1992;
ALBAREDA et al., 2006; ACEVEDO et al., 2019). As células T CD4" expressam moléculas
de superficie e secretam citocinas que irdo modular outras células, em modelos experimentais
murinos com infeccdo crénica da DC essas células desempenham papel importante nas lesdes
cardiacas, dessa forma sendo importante na resposta diante o T. cruzi (ABBAS, 2012;
YOUNES-CHENNOUFI, et al. 1998; ACEVEDO, et al. 2019).

Relatos prévios em modelos experimentais da infeccdo por T. cruzi mostraram que 0
aumento da resposta imune de células T tanto CD4" quanto CD8" e 0 aumento na produgéo de
citocinas como, IFN-y , TNF- a e a IL- 12 sdo importantes para controlar a parasitemia do T.
Cruzi (ABRAHAMSOHN, ISES A.; COFFMAN, 1996; MARTINS, et al. 1999).
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Figura 5 - Representacdo esquematica da relacdo de T. cruzi com a resposta imune em

humanaos.
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Fonte: Adaptado de ACEVEDO et al., 2019.

Na fase aguda da DC é importante a producédo de anticorpos, e ativacdo imunoldgica se
mostram eficazes para controlar a infec¢do pelo T. cruzi. Estudos realizados com modelos
experimentais mostram que ha uma grande resposta inflamatoria na fase aguda, com a producéo
de citocinas pré-inflamatorias, como IFN-y e TNF- a,, que fazem a ativagdo das células para a
eliminac&o do parasita (TEIXEIRA, GAZZINELLI, 2002). Quando o paciente que esta na fase
aguda passa para a fase crénica da doenca, é verificado uma diminuigdo da parasitemia e um
controle da resposta imunologica pro-inflamatdria que ocorre na fase aguda. Dessa forma,
sugerindo a presenca de mecanismos imunorregulatérios para controlar a resposta inflamatoria,
as citocinas anti-inflamatdrias, como a IL-10 fazem uma regulagdo na producéo das citocinas
pro-inflomatorias.

Os pacientes da fase crénica da DC produzem niveis mais elevados de citocinas anti-

inflamatorias, em relacdo aos pacientes na fase aguda (SOUZA et al., 2004), a IL-10 é
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encontrada desde os estagios iniciais da fase cronica (SATHLER-AVELAR et al., 2003;
VITELLI-AVELAR et al., 2008) , o controle da reposta pré-inflamatéria na fase aguda pode
estar relacionado a producdo da citocina IL-10. Todavia, na forma indeterminada na fase
crénica da DC ha uma prevaléncia de citocinas anti-inflamatorias, mas na fase cronica cardiaca
existem uma maior producdo de citocinas pré-inflamatoérias (Figura 6). O mecanismo de
evolucdo do paciente da forma indeterminada para a forma cardiaca ainda nao foi totalmente
elucidado, mas relatos mostram que a perda da capacidade de controle da resposta imune

inflamatoria pode causar danos no tecido do paciente (DUTRA et al., 2014).

Figura 6 - Imunorregulacdo das citocinas na doencga de Chagas.

Predominéncia de um |
ambiente regulatorio

Forma clinica
cardiaca

A

TNF-a
IFN-y

¢ | IL-17 I
'+ coes [0

IL-17

T CD4+

IL-10

-

Forma clinica
indeterminada

Predominancia de um
ambiente inflamatoério

Fonte: Traduzido de Dutra et al. (2014)

3.2.5 Tratamento

Estudos mostram que existem varios farmacos, incluindo produtos de origem natural
que sdo promissores para o tratamento da DC, mas esses potenciais medicamentos ainda nao
possuem licenca para iniciar os ensaios clinicos. O tratamento utilizado na DC deve pelo menos
curar o processo infeccioso da fase aguda, e minimizar os danos causados na infecgédo crénica,
dessa forma diminuindo ou prevenindo os indices de morbidade e mortalidade relacionados as
formas clinicas mais graves da doenca (RASSI, et al. 2012). Portanto, o tratamento que é

utilizado na clinica médica atual baseia-se nos medicamentos Benzonidazol (Lafepe ©) e
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Nirfutimox (Lampit©, Bayer) (GARCIA-BOURNISSEN, 2019), que sdo drogas
nitroheterociclicas. O medicamento nifurtimox (derivado do nitrofuranonifurtimox) iniciou sua
utilizacdo na clinica médica em 1965 e teve sua producdo descontinuada no Brasil na década
de 80, todavia o benzonidazol (derivado do nitroimidazol) é o Unico medicamento recomendado
em varios paises incluindo o Brasil para o tratamento da DC (ARAUJO-JORGE, CASTRO,
2012).

Os medicamentos disponiveis para tratamento da DC tanto o nirfutimox quanto o
benzonidazol, possuem sua eficiéncia comprovada na fase aguda da doenca, porém na fase
cronica a chance de cura da doenca com esses medicamentos sdo menos descritas. Essas drogas
possuem varios efeitos colaterais para o paciente em tratamento (por exemplo, no sistema
nervoso central, e alteragcbes no hemograma com leucopenia) que podem deixar 0 paciente
desestimulado para continuar o tratamento da DC, em média de 10% a 30% dos pacientes
desistem do tratamento (BIVONA et al., 2020). Até o momento ndo existem vacinas para a DC
(BEAUMIER et al., 2016).

O benzonidazol possui efeito antiparasitario para todas as formas evolutivas,
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. Seu mecanismo de acdo envolve a
inibicdo da sintese de proteinas e RNA. Recomenda-se a utilizacdo de 5 a 8 mg/kg/dia, duas
doses por dia durante o periodo de 60 dias. Porém nao é recomendado para mulheres gravidas
(MOSCATELLI, MORONI, 2019; FERREIRA et al., 2019 ). O tratamento especifico com
benzonidazol também possui efeitos colaterais comprovados, sendo mais frequente a presenca
de dermatites alérgicas, em torno de 20% a 30% dos pacientes, polineuropatia (distarbio
simultaneo de diversos nervos periféricos do corpo humano) ocorrendo em torno de 10%, e,
de forma menos frequente, a deplecdo de células da série branca no sangue (ECHEVERRIA,
MORILLO, 2019).

Na fase aguda da DC, o tratamento é recomendado a todos os casos de infeccéo
confirmada independente da forma de transmissdo (RASSI et al., 2000; RASSI et al., 2012).
No entanto, na fase cronica da DC o uso do benzonidazol tem sido eficaz para criancas de até
12 anos de idade, mas o tratamento para adultos na fase cronica deve ser prescrito de maneira
individual, visando as caracteristicas clinicas apresentadas. Porém na forma cardiaca grave da
fase cronica esse tratamento néo é utilizado devido a relatos que néo existe melhora no quadro
clinico desses pacientes (FERREIRA et al., 2019).

Em um estudo randomizado BENEFIT n&o foi verificada diferenca significativamente

0s grupos tratados com benzonidazol e placebo que apresentavam cardiopatia chagasica
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crénica, porém, houve uma reducgdo da carga parasitaria verificada através de PCR no sangue
dos pacientes tratados com benzonidazol (DIAS, et al. 2016; FERREIRA, et al. 2019)

Nesse contexto, cresce a busca por novos farmacos que sejam mais tolerados pelo
organismo do hospedeiro, mais eficazes na fase cronica da doenca e que possam ser utilizados

como alternativa caso a cepa de T. cruzi ndo seja suscetivel ao tratamento com o benzonidazol.

3.3 Inibidores de proteases

Os inibidores de proteases formam complexos, reversiveis ou ndo, com enzimas
proteoliticas, promovendo a inibi¢do da sua atividade por competi¢do com o substrato pelo sitio
catalitico (TREMACOLDI, PASCHOLATI, 2004). Esses inibidores fazem a de regulacao das
da atividade das proteases enddgenas (RYAN, 1990; BODE, HUBER, 1992), prevenindo a
protedlise tanto em condi¢Bes fisiologicas normais quanto em situacdes patoldgicas
(LASKOWSKI, KATO, 1980; LASKOWSKI, JAFFE, KOMORNICKI, 1986;
COTABARREN et al., 2020).

Os inibidores de proteases tem despertado o interesse das industrias farmacéuticas para
atuar como potenciais farmacos, devido as proteases participarem de processos bioldgicos
importantes como a imunidade, coagulacdo sanguinea, regulacdo do ciclo celular e
morfogénese tecidual (HEUTINCK et al., 2010; UDVARDY, 1996; COTABARREN et al.,
2020). Nas plantas os inibidores de proteases participam do mecanismo de defesa contra
microrganismos ou insetos. Os inibidores de proteases sao classificados de acordo com o grupo
de proteases que inibem como inibidores de serino-proteases, cisteino-proteases, aspartico-
proteases ou metaloproteases (LASKOWSKI, KATO, 1980; TREMACOLDI, PASCHOLAT]I,
2004).

Os inibidores possuem muitas aplicagdes na biomedicina, biotecnologia, industria de
alimentos e diagndstico e sdo geralmente pequenas proteinas formadas por 15 a 60 aminoacidos
contendo varios residuos de cisteina na forma de ponte dissulfeto, o que confere resisténcia a
temperatura, condicGes extremas de pH ou forca idnicas e a proteolise. Nesse sentido, 0s
inibidores de proteases de plantas sdo promissores para compor farmacos que podem ser
utilizados no tratamento de cancer, esclerose multipla, processos inflamatorios e outras doencas
(COTABARREN, et al. 2020).

Os inibidores de tripsina, uma serino-protease, sdo mais investigados quanto as suas

propriedades. O inibidor de tripsina de Tecoma stans (ancido amarelo), TesTl, foi capaz de
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inibir o crescimento de Candida albicans e Candida krusei com concentragdo minima inibitoria
(CMI) de 100 mg/mL e concentracdo minima fungicida (CMF) = 200 mg/mL, bem como néo
apresentou toxicidade para PBMCs (PATRIOTA et al., 2016). Relatos mostraram que o extrato
do tronco de Pilosocereus gounellei possui um inibidor de tripsina (PgT1) de aproximadamente
37,1 kDa que inibiu o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas com CMI de
7,5 a 150 pg/mL, e foi bactericida para Escherichia coli com concentragdo minima bactericida
(CMB) de 75,0 pg/mL. PgTI também inibiu o crescimento de Candida krusei (CMI de 60
ng/mL) (DA ROCHA FILHO et al., 2019).

3.6 Moringa oleifera

Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) € uma planta pantropical, nativa do leste da
Africa e sul da India (SANTOS et al., 2015; CORIANO et al. 2019). Atualmente existem 13
espécies pertencentes a essa familia. E encontrada em varios paises dos tropicos, estando
adaptada a climas Umidos ou quentes e podendo sobreviver em solos pouco férteis e secos. Seu
crescimento € rapido, sendo considerada um arbusto ou arvore de pequeno porte, devido a sua
altura que pode variar de 5 a 10 metros (Figura 7A) (MATOS, 1998; KARADI et al., 2006;
ANWAR et al., 2007;VERGARA-JIMENEZ, ALMATRAFI, FERNANDEZ, 2017).

M. oleifera possui folhas de coloracgdo verde claro, com plumas e cerca de 30 a 60 cm
com muitos folhetos pequenos. As flores séo bissexuais e possuem aroma, contém cinco pétalas
de tamanho variavel, com coloracdo branca ou creme que florescem nos primeiros 6 meses apds
o plantio. A floragdo pode ocorrer na época de abril a junho nos pedicelos peludos e finos; ap6s
esse periodo as flores crescem em hino e seu comprimento pode variar de 12 a 30 cm (PAUL,
C. W.; DIDIA, 2012; SANTIAGO, NETO, 2017; LIU et al., 2018). Em &reas geograficas com
climas mais frios a floracdo ocorre uma vez por ano, em regifes mais temperadas podem
florescer duas vezes ou até o ano todo. Seus frutos possuem varias quantidades de sementes,
podendo chegar a mil apos trés anos do seu plantio (SANTIAGO, NETO, 2017; LIU et al.,
2018).

Tem despertado interesse devido as suas propriedades medicinais e utilizacdo como
planta forrageira, bem como por ser uma fonte promissora de Gleos e biogas (MAKKAR e
BECKER, 1996; FOIDL et al., 2001; KARADI et al., 2006). E conhecida popularmente como
uma “arvore milagrosa” e “arvore da vida” por causa de suas propriedades que trazem
beneficios a populacdo. Sua utilizacdo na medicina é muito investigada em todo o0 mundo. Suas

preparacfes possuem Vvarias atividades farmacoldgicas como atividade atividades
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antimicrobiana, hipotensora, hipoglicémica, imunomoduladora e anti-inflamatdria ou em caso
de bronquite, algumas infecgdes e febre (PADAYACHEE, B.; BAIUINATH, 2019). As partes
da M. oleifera que sdo amplamente investigadas incluem, folhas, flores, vagens, sementes,
raizes e casca (MADI et al., 2016; TILOKE et al., 2018).

Figura 7 - Moringa oleifera (A) com suas flores em detalhe (B).

Fonte: A autora

Nas sementes de M. oleifera foram encontrados compostos que podem auxiliar o efeito
terapéutico em varias doengas, podendo produzir a expressao do fator nuclear kappa B (NFkB),
citocinas como, IL-1p pré-inflamatoria, IL-6 e TNF-a e 0xidos nitricos (JAJA-CHIMEDZA et
al., 2017). Suas sementes contém lectinas com atividade inseticida (COELHO et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2011) ¢ as suas flores podem apresentar antioxidantes (a- e y- tocoferol),
lectinas, inibidor de tripsina e alcalGides antimicrobianos (LIZZY et al., 1968; SANCHEZ-
MACHADO et al., 2006; SANTOS et al., 2009; BIJINA et al., 2011; MOURA et al., 2011).

As flores de M. oleifera (Figura 7. B) possuem polifendis, alcalides, taninos,
flavondides, vitaminas, minerais e carotendides (KALAISELVI, V. et al. 2018) além de célcio
e potassio (SANCHEZ MACHADO et al., 2006). Pontual et al. (2012) caracterizaram um
extrato aquoso de flores de M. oleifera, revelando a presenga de P-amirina, j3-sitosterol,
cammpferol, quercetina, e de um inibidor de protease protéico (MoFT]I).

Relatos mostraram que as flores de Moringa oleifera possuem um inibidor de tripsina
que é uma protéico (MoFTI), é uma proteina de 18 kDa que é tdxica para larvas de Aedes


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bronchitis
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aegypti por atrasar seu desenvolvimento, também foi capaz de inibir o crescimento de bactérias
intestinais no instar L4 das larvas (CMI= 0,031 mg/ mL e CMB =1,0 mg/ mL) (PONTUAL et
al., 2014). Relato mais recente demonstrou que MoFTI é um promissor agente tripanocida por
causar lise de tripomastigotas de T. cruzi com CL50/24 h de 41,20 + 4,28 pg/mL.
Curiosamente, o inibidor mostrou-se seletivo para as células do parasita quando comparado
com macrofagos peritoneais murinos e células Vero, revelando indices de seletividade que
variaram entre 7,9 a >12 (PONTUAL et al., 2017).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O inibidor de tripsina de flores de M. oleifera (MoFTI) ndo apresenta citotoxicidade
para PBMCs humanos, revelendo um bom grau de especificidade para as células do
parasita ;

MoFTI é capaz de modular a resposta immune por PBMCs humanos infectados com
tripomastigotas de T. crusi, estimulando a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a e INF-y) e anti-inflamatoria (IL-10), bem como NO.
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Abstract: Trypanosoma cruzi causes the lethal Chagas disease, which is endemic in Latin America.
Flowers of Moringa oleifera (Moringaceae) express a trypsin inhibitor (MoFTT) whose toxicity to T. cruzi
trypomastigotes was previously reported. Here, we studied the effects of MoFTI on the viability of
human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) as well as on the production of cytokines and
nitric oxide (NO) by T. cruzi-infected PBMCs. Incubation with MoFTI (trypsin inhibitory activity:
62 U/mg) led to lysis of trypomastigotes (LCsy of 43.5 ug/mL) but did not affect the viability of
PBMCs when tested at concentrations up to 500 pg/mL. A selectivity index > 11.48 was determined.
When T. cruzi-infected PBMCs were treated with MoFTI (43.5 or 87.0 ug/mL), the release of the
pro-inflammatory cytokine TNF-« and INF-y, as well as of NO, was stimulated. The release of
the anti-inflammatory cytokine IL-10 also increased. In conclusion, the toxicity to T. cruzi and the
production of IL-10 by infected PBMCs treated with MoFTI suggest that this molecule may be able to
control parasitemia while regulating the inflammation, preventing the progress of Chagas disease.
The data reported here stimulate future investigations concerning the in vivo effects of MoFTI on
immune response in Chagas disease.

Keywords: cytokines; cytotoxicity; immunomodulatory agent; Moringa oleifera; protease inhibitor;
trypanocidal agent

1. Introduction

The Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is an endemic and lethal disease
common in Latin America. It is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and the transmission occurs
when vertebrates come in contact with the feces of infected triatomine insects, popularly known as
“kissing bugs”. The current situation of the Chagas disease is a concern, since it is estimated that about
6 to 7 million people worldwide are infected with T. cruzi [1].

The life cycle of T. cruzi is complex, comprising several evolutionary forms. The vector harbors
epimastigotes and metacyclic trypomastigotes in its gut, while the blood trypomastigotes and the
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intracellular amastigotes are found in vertebrate hosts. Trypomastigotes and amastigotes represent the
main targets for therapies [2,3].

The World Health Organization [1] recommends treating Chagas disease using benznidazole and
nifurtimox. Both medicines are effective if given early in the acute phase, but their effectiveness is
reduced in the more advanced stages; in addition, there is an increase in the frequency of adverse effects
with increasing patient age [4,5]. The most common side effects are rashes, fever, generalized edema,
lymphadenopathy, myalgia, arthralgia, gastrointestinal disorders, neutropenia, thrombocytopenic
purpura, and peripheral polyneuropathy [6].

This scenario stimulates the search for new trypanocidal agents that are more effective in the
chronic phase of Chagas disease and less toxic to hosts [7]. The processes of infection of host cells by
T. cruzi and the survival of the parasite depend on the activity of important proteases; thus, an imbalance
in the activity of these enzymes can cause damages to the parasite [8-10]. In this sense, T. cruzi enzymes
represent interesting targets for studies of new therapeutic approaches [11].

It is well reported that some compounds (called protease inhibitors) are able to interact with
protease molecules at specific sites, leading to the reduction or blockage of their activities [12].
The deregulation of proteases is a triggering factor for the onset of various pathologies and recent
research has pointed out protease inhibitors as promising pharmacological agents [13,14]. Antioxidant,
anti-inflammatory, immunomodulatory, antiviral, antimicrobial and antiparasitic activities of these
molecules have been demonstrated [15-18]. Sangenito et al. [19] reported that inhibitors of HIV
aspartyl peptidase affected the integrity of cellular structures of T. cruzi trypomastigotes, leading to
metabolic disorders.

Moringa oleifera Lamarck (Moringaceae) is a pantropical tree (Figure 1A) that has aroused interest
due to its medicinal properties and use as a source of oil and biogas, for example [20-22]. Its flowers
(Figure 1B) contain a 18-kDa protein called MoFTI with trypsin inhibitory activity and toxicity to
T. cruzi trypomastigotes with a lethal concentration that led to lysis of 50% of parasites (LCsg) of
41.20 ug/mL [11]. MoFTI was more toxic to the parasites than to murine macrophages and Vero
cells, with selectivity indexes (SI) of 9.8 and >12, respectively [11]. The statement that MoFTT1 is a
trypanocidal agent stimulated the investigations described in the present manuscript. Here, we tested
the hypothesis that this inhibitor may interfere with the immune response of human peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) infected with T. cruzi. In this sense, the assessment of MoFTTI effects the
viability and production of cytokines and nitric oxide (NO) by infected PBMCs are reported.

Figure 1. The Moringa oleifera tree (A) and its flowers (B).
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2. Results and Discussion

The affinity chromatography of M. oleifera flower extract in the Trypsin—Agarose column
resulted in isolation of MoFTI (Figure 2A), which was able to inhibit the hydrolyze of
N-a-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BApNA) by trypsin in a dose-dependent way (Figure 2B).
The specific trypsin inhibitory activity of MoFIT was 62 U/mg, agreeing with previous reports [11,22].
Pontual et al. [22] reported that MoFTI showed an inhibition constant (Ki) of 2.4 uM on bovine trypsin.
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Figure 2. Isolation of MoFTI. (A) Affinity chromatography of M. oleifera flower extract in
Trypsin—Agarose column. The elution step with 0.1 M KCI-HCI pH 2.0 can be seen and fractions of
1.0 mL were collected. (B) Trypsin inhibitor activity (TTA) of MoFTI on bovine trypsin.

After verifying that the protease inhibitor domain of MoFTI was active, we checked whether its
antiparasitic property was also active. It was found that incubation with this inhibitor led to lysis of
T. cruzi trypomastigotes, since the number of parasite cells counted in treatments with MoFTI was
lower than in the negative control. After 24 h, the LCs) value was 43.5 (26.2-60.9) pug/mL. Similarly,
Pontual et al. [11] reported an LCs value of 41.20 pg/mL for MoFTI on T. cruzi trypomastigotes. In this
same work, the authors showed that MoFTI was low in toxicity to murine peritoneal macrophages
(50% cytotoxic concentration, CCsp, of 407.01 ng/mL) and did not interfere with the viability of Vero
cells at concentrations up to 500 pug/mL.

In the present work, we investigated the effect of MoFTI on viability of human PBMCs. After 24,
72 and 120 h, it was revealed that MoFTI did not significantly (p > 0.05) affect the ability of these cells to
metabolize the 3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), in comparison with
negative control (Figure 3). Therefore, it was assumed that, under the conditions used here, MoFTI was
not toxic to human PBMCs. As can be seen in Figure 3A, the significantly (p < 0.05) greater number of
viable cells in treatment with the inhibitor at 15.62 pg/mL, compared to the negative control group,
suggest that MoFTI induced cell proliferation after exposure to 24 h. Benznidazole was also not able to
interfere with PBMCs viability in comparison with the negative control.

It is well known that molecules with potential for use in therapy of infectious diseases need to be
toxic to parasites without affecting the viability of host cells, or at least causing much more damage
to parasites than to hosts [23]. The ratio between the CCs value for PBMCs (>500 ug/mL) and LCs
for trypomastigotes showed that MoFTI was selective (SI > 11.48) for the parasite regarding these
human cells. To the best of our knowledge, this is the first report of MoFT1I effects on human cells and
this datum suggests that this protein can be an interesting starting material for the production of a
new drug for Chagas disease therapy. In fact, it can be expected that a protease inhibitor will end up
interacting unwantedly with important enzymes of host cells; however, this is not the only report of a
non-cytotoxic protease inhibitor to human cells. For example, the trypsin inhibitor from Tecoma stans
leaves (TesTI) was also not toxic to human PBMCs [24].
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Figure 3. Effects of M. oleifera flower trypsin inhibitor (MoFTI) and benznidazole (Bz) on the viability
of human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) after exposure by 24 h (A), 72 h (B), and 120 h
(©). Different letters (a,b) indicate significant differences between the negative control and the other
treatments by analysis of variance (ANOVA) followed by the Kruskal-Wallis test (p < 0.05). The asterisk
(*) indicates significant differences between Bz and the other treatments. Control: negative control
(untreated cells).

Previous reports have shown that plant compounds can act as immunomodulatory agents, and this
can be interesting from a therapeutic point of view since, when these agents modulate the production
of cytokines and other immune mediators, they can increase body defense against pathogens or
pathological conditions, even when there is no direct toxicity to the causative agent [25]; because of
this, we evaluated the effect of MoFTI on the release of cytokines by PBMCs uninfected or infected
by T. cruzi. Interestingly, no alterations of cytokine production were observed regarding to negative
control group when uninfected PBMCs were exposed to MoFTI (Figures 4 and 5). After 48-h incubation,
MOoFTI was not able to affect the release of interferon (IFN) v by infected cells (Figure 4A). On the other
hand, the release of tumor necrosis factor (TNF) « and interleukin (IL) 10 (Figure 4B,C, respectively) by
T. cruzi-infected PBMCs was stimulated by MoFTI at 87.0 pg/mL (2 x LCsp) in comparison with the
control group.

TNF-« is a cytotoxic factor associated with Thl response against microorganisms, while IL-10 is a
Th2 anti-inflammatory interleukin that inhibits the release of pro-inflammatory cytokines. Clinical
studies showed that individuals with the chronic cardiac Chagas disease produce pro-inflammatory
cytokines, such as TNF-«, to control T. cruzi infection. Simultaneously, anti-inflammatory cytokines,
especially IL-10, are released to prevent damages to the host tissues and to slow the progress of cardiac
complications [26,27]. Individuals at the chronic phase of the indeterminate form of Chagas disease
produce higher levels of IL-10 and this is the reason why they do not progress to the clinical stage
of Chagas cardiomyopathy [28]. In this sense, the trypanocidal activity of MoFTI, along with the
simultaneous stimulation of TNF-« and IL-10 release, suggests that this protein may be able to control
parasitemia while regulating the inflammation, preventing the progress of Chagas disease.

Still, after 48-h exposure, increased release of IL-6 was detected for PBMCs infected with T. cruzi
and treated with MoFTI (2 x LCs) at a similar level to that shown by the untreated infected cells
(Figure 4D). This datum suggests that the release of IL-6 occurred because of T. cruzi infection and not
due to MoFTI activity. IL-6 is a pleiotropic cytokine that influences antigen-specific immune responses
and inflammatory reactions [29,30]. The profile of the other cytokines investigated here did not change
in the untreated infected cells. The release of IL-4, IL-2 and NO by infected cells was not significantly
affected by MoFTT after 48-h exposure (Figure 4E-G, respectively).

Unlike the results obtained for 48 h, the infected PBMCs had the release of INF-y strongly
increased in response to treatment for 120 h with both concentrations of MoFTI (Figure 5A) regarding
the control. However, no differences were found for the release of TNF, IL-10, IL-6, IL-4 and IL-2
between the treatment groups (Figure 5B-F). When the infected PBMCs were treated with MoFTT at
both concentrations, a significant increase in NO release was recorded (Figure 5G), but this does not
seem to depend on the infection, because a similar result was detected for uninfected PBMCs treated
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with the inhibitor. The NO release may have occurred due to direct action of MoFTI or in response
to the production of INF-y [31]. Benznidazole did not affect cytokine release by both uninfected and
infected cells.
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Figure 4. Effect of M. oleifera flower trypsin inhibitor (MoFTI) on the production of cytokines (A-F)
and nitric oxide (G) by human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) infected or not with
T. cruzi trypomastigotes after 48-h exposure. The treatments were: negative control (C = untreated and
uninfected PBMCs); untreated PBMCs infected with trypomastigotes (C + T); infected PBMCs treated
with MoFTT at 43.5 pug/mL (C + T + LCsp) and 87.0 ug/mL (C + T + 2 x LCsp); infected PBMCs treated
with benznidazole (C + T + Bz); uninfected PBMCs treated with benznidazole (C + Bz); uninfected
PBMCs treated with MoFTI at 43.5 pg/mL (C + LCsp) and 87.0 ug/mL (C+ 2 X LCsp). Different letters
(a,b) indicate significant differences between treatments by analysis of variance (ANOVA) followed by
the Tukey post-test (p < 0.05).
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Figure 5. Effect of M. oleifera flower trypsin inhibitor (MoFTI) on the production of cytokines (A-F) and
nitric oxide (G) by human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) infected or not with T. cruzi
trypomastigotes after 120-h exposure. The treatments were: negative control (C = untreated and
uninfected PBMCs); untreated PBMCs infected with trypomastigotes (C + T); infected PBMCs treated
with MoFTT at 43.5 pug/mL (C + T + LCsp) and 87.0 ug/mL (C + T + 2 x LCs); infected PBMCs treated
with benznidazole (C + T + Bz); uninfected PBMCs treated with benznidazole (C + Bz); uninfected
PBMCs treated with MoFTI at 43.5 pg/mL (C + LCsp) and 87.0 ug/mL (C+ 2 X LCsq). Different letters
(a,b) indicate significant differences between treatments by analysis of variance (ANOVA) followed by
the Tukey post-test (p < 0.05).

NO plays an important role in the defense of macrophages against T. cruzi by damaging parasite
biochemistry and causing, for example, the inhibition of metalloproteins that mediate crucial metabolic
processes, including cruzipain. This enzyme participates in parasite nutrition and the infection of host
cells [32].
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3. Materials and Methods

3.1. Isolation of MoFTI

The collection of M. oleifera flowers occurred in Recife city (8°02'57.9” S, 34°56’47.8” W),
Pernambuco, Brazil, and a voucher specimen (number 73345) is deposited at the herbarium Ddrdano de
Andrade Lima (Instituto Agrondmico de Pernambuco, Recife, Brazil). MoFTI was purified as described by
Pontual et al. [22]. The procedure started from the maceration (10 min at 27 °C) of fresh flowers (50 g)
with distilled water (100 mL) in a blender. The mixture was filtered through gauze and centrifuged
(9000x g, 15 min, 4 °C) to remove suspended material. The crude preparation was dialyzed (6 h)
against 0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, containing 0.02 M CaCl, and loaded (4 mL; 66.8 mg of proteins)
onto a Trypsin—Agarose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) column (4.5 X 1.0 cm). MoFTI was
eluted with 0.1 M KCI-HCI, pH 2.0, and the presence of proteins in the collected fractions was
accompanied by the measurement of absorbance at 280 nm. After dialysis (16 h) against distilled water,
MOoFTI was lyophilized to dryness and resuspended to a concentration of 1000 pg/mL in distilled water,
for assessment of trypsin inhibitory activity, or in Rockwell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640)
complete medium (Sigma-Aldrich), for the assays with T. cruzi or PBMCs. Protein concentration was
determined according to Lowry et al. [33] using bovine serum albumin (31.25-500 pg/mL) as standard.

3.2. Trypsin Inhibitory Activity

The ability of MoFTI to inhibit trypsin was assayed according to Pontual et al. [22]. In a microtiter
plate, bovine trypsin (5 uL, 0.1 mg/mL in 0.1 M Tris-HCI, pH 8.0, containing 0.02 M CaCl,) was added
to 5 uL of 8.0 mM BApNA and MoFTT (0.005 to 0.03 mg/mL). Next, each well received Tris buffer to
complete a volume of 200 pL. After incubation (30 min at 37 °C), the absorbance at 405 nm was measured
using a microplate reader (Multiskan, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). One unit of
trypsin inhibitor activity corresponded to the amount of MoFTI able to reduce the absorbance by 0.01
in accordance with trypsin activity in absence of the inhibitor.

3.3. Obtaining of T. cruzi Trypomastigotes

Cryopreserved trypomastigotes (107 trypomastigotes/mL) were thawed in a water bath at 37 °C.
After centrifugation (400x g, 10 min, 22° C), the supernatant was discarded, and the pellet resuspended
with 5 mL of complete Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium. The suspension
was distributed in culture bottles containing Vero cells and incubated (37 °C, 5% CO;) for 24 h.
Next, the supernatant was removed to withdraw parasites that did not infect cells. RPMI 1640
complete medium (5 mL) was added and the cultures were incubated for 7 days. During this time,
the multiplication of intracellular parasites was daily observed using an inverted microscope. After cell
disruption, the trypomastigotes were collected for the subsequent assays.

3.4. Trypanocidal Activity of MoFTI

Culture-derived trypomastigotes (Y strain) were maintained by weekly passages in Vero cells
cultured in complete RPMI 1640 medium. Trypomastigotes (10° parasites/mL, 100 pL) were placed
in 96-well plates and treated with MoFTT (100 uL, 6.25-100 pug/mL) in RPMI medium supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS). In negative control, parasites were incubated with complete RPMI
medium in the absence of MoFTI. Benznidazole (1.0 ug/mL) was used as positive control. The assays
were incubated for 24 h at 37 °C. Next, the number of trypomastigotes was determined by counting
cells using a Neubauer chamber in a E100 LED microscope (Nikon, Melville, NY, USA). The percentage
of lysis (%) was estimated regarding the number of trypomastigotes in the negative control (100%).
Three independent experiments were performed in quadruplicate and the concentration (ug/mL) of
MOoFTI that leads to lysis of 50% of trypomastigote cells (LCsp) for 24 h was calculated using the
software MedCalc version 17.9.7 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium).
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3.5. Isolation of Human PBMCs

The blood collection was performed following the protocol approved (process:
07511612.2.0000.5190) by the Research Ethics Committee of the Instituto Aggeu Magalhaes/Fundacao
Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ). The blood was collected from ten healthy individuals (6 women
and 4 men) through a vacuum system (Vacutainer; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) in
tubes containing sodium heparin, and homogenized (15 mL) with an aliquot of filtered and sterile
phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2 (15 mL). Next, 15 mL of this mixture was added to 50 mL
Falcon polypropylene tubes containing 15 mL of Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
Sweden). After centrifugation (900x g, 30 min, 20 °C), PBMCs appeared as a ring between Ficoll and
plasma and were collected using a sterile transfer pipette and placed in 15 mL Falcon polypropylene
tubes. PBMCs were resuspended using 14 mL of incomplete RPMI 1640 medium containing 1%
penicillin/streptomycin and centrifuged (400X g, 10 min). This procedure was repeated twice. Following,
the cells were resuspended in 2 mL of RPMI 1640 complete medium supplemented with FBS (10%) and
containing 1% penicillin/streptomycin. The cells (10 uL) were subsequently stained with Trypan Blue
(Sigma-Aldrich) dye (90 pL) and counted in a Neubauer chamber. The number of cells were recorded
and adjusted to the desired concentration of 10° cells/mL.

3.6. Effect of MoFTI on PBMCs Viability

The effect of MoFT1 on viability of PBMCs was assayed measuring the activity of mitochondrial
succinate dehydrogenase [34]. Cell suspension (10 cells) was placed in 96-well culture plates with
complete RPMI 1640 medium and exposed to MoFTI (3.9 to 500.0 pug/mL). In negative control,
PBMCs were incubated with RPMI 1640 medium in absence of MoFTI. Benznidazole (1.0 pg/mL) was
also tested. The plates were incubated at 37 °C and 5% CO; for 24, 72 and 120 h. Next, the culture
medium was removed and RPMI medium containing 5.0 mg/mL of MTT (Sigma-Aldrich) was added.
After incubation (37 °C, 5% COy) for 3 h, the culture medium containing MTT was removed and 100 puL
of dimethyl sulfoxide was added. The presence of formazan crystals derived from MTT reduction
was immediately recorded by measuring the absorbance at 540 nm. The experiment was conducted in
triplicates and the selectivity index (SI) was calculated from the ratio between cytotoxicity to PBMCs
(CCsp) and the LCs; of MoFTL

3.7. Treatment of T. cruzi-Infected PBMCs with MoFTI

PBMCs (1 mL, 2 x 10° cells) in complete RPMI medium were placed in 48-well polystyrene culture
plates, which were incubated (37 °C, 24 h) to fix adherent cells (mainly monocytes). Next, 0.5 mL of
the RPMI medium was removed from each well, and trypomastigotes (0.5 mL, 10° cells) were added.
The plates were incubated (37 °C, 5% CO5) for 2 h to allow the infection of PBMCs. The mixture (RPMI
medium containing infected adherent and non-adherent cells) was treated with MoFTI at 43.5 pg/mL
(LCs0) and 87.0 ug/mL (2 x LCsp). In negative control, the mixture was maintained without MoFTI,
while benznidazole (1.0 ng/mL) was used in positive control. To compare the cell response in the
presence or absence of parasites, uninfected cells were incubated in the absence or presence of MoFTI
(LCsp and 2 x LCs) or benznidazole (1.0 pg/mL), as described above. The plates were incubated (37 °C,
5% COy,) for 48 or 120 h, and 700 pL of the supernatant from each well was removed and immediately
stored at —20 °C for later use to measure cytokine and nitric oxide (NO) levels.

3.8. Effect of MoFTI on Cytokine Release by T. cruzi-Infected PBMCs

The release of the cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y and TNF-« by PBMCs was quantified
using the Cytometric Bead Array (CBA) system, following the instructions of the manufacturer (BD
Biosciences). The data were acquired on the FACScalibur flow cytometer. The acquisitions and analyses
were performed using the CellQuestPro software (BD Biosciences) and 5000 events were acquired
within the lymphocyte population. The analyses were performed using the BD CBA software.
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3.9. Effect of MoFTI on NO Production by T. cruzi-Infected PBMCs

Aliquots (50 uL) of the supernatants removed from the plates referred to in Section 3.7 were added
to the Griess reagent (50 pL) in 96 well microplates, according to Resende et al. [35]. After incubation
(28 °C, 15 min), NO production was estimated by measuring the absorbance at 540 nm and a standard
curve of nitrite (3.12-400.0 uM).

3.10. Statistical Analysis

The results regarding cytokine and NO levels were statistically evaluated using the GraphPad
Prism 5.0 software (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). The data that passed the
Kolmogorov-Smirnov normality test were analyzed using analysis of variance (ANOVA) followed
by the Tukey post-test, while the data that did not pass the normality test were analyzed by the
Kruskal-Wallis test followed by the Dunnet post-test. Significance level at 5% was considered.

4. Conclusions

The data reported herein point to the trypanocidal trypsin inhibitor of M. oleifera flowers
as an immunomodulatory agent on T. cruzi-infected human PBMCs by stimulating the release
of pro-inflammatory (TNF-a and INF-y) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines, as well as NO.
In addition, MoFTI was more toxic to the parasite cells than to the human immune cells. Our findings
stimulate future investigations of MoFTI in vivo effects on immune response in Chagas disease.
It should be remembered that MoFT1 is a proteinaceous inhibitor. In this sense, some points must
be addressed to develop drug formulations using MoFT]I, such as its stability and immunogenicity.
Finally, strategies for producing MoFTI at a large scale must be designed so that it can be inserted in
the pharmaceutical industry.
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