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RESUMO

A doenca de Chagas (DC), cujo agente etioldgico é o Trypanosoma cruzi, é uma
zoonose que pode ser transmitida a seres humanos principalmente pela agéo vetorial. No
curso da infeccdo, o sistema imune desempenha um papel essencial, visto que estimula o
processo inflamatério para controlar a infeccéo, e dispde de mecanismos que controlam
0 processo inflamatério, prevenindo lesbes teciduais. Levando em consideracdo as
limitagdes no tratamento da DC, e a necessidade de novos alvos terapéuticos, as
microalgas representam uma alternativa viavel, visto que produzem metabdlitos com
diversas propriedades farmacéuticas, incluindo efeitos anti-T. cruzi e moduladores da
resposta imune. Logo, o objetivo deste trabalho consistiu na avaliacdo da atividade anti-
T.cruzi e imunomoduladora de extratos obtidos da biomassa das microalgas Chlorella
vulgaris e Tetradesmus obliquus, assim como na purificacdo de uma proteina com agéo
tripanocida a partir do extrato mais seletivo contra o parasito. As microalgas foram

cultivadas em meio enriquecido de sais, sob aeracdo constante e presenca de CO?2,

sendo a biomassa obtida apds a fase exponencial de crescimento, por centrifugacdo. A
biomassa liofilizada foi dissolvida em tampéo Tris-HCl a 0,2 M e pH 7,2, submetida ao
rompimento celular por sonicacdo, centrifugada a 4500 xg, 4°C por 30 minutos, cujo

sobrenadante foi 0 extrato aquoso. Foram determinados a concentragdo citotoxica

minima (CC50) em células mononucleares de sangue periférico (PBMC), a

concentragdo inibitéria minima (1C50) em formas tripomastigotas de T. cruzi, e o indice

de seletividade (ISe) de cada extrato. Posteriormente, foi avaliada a acgdo
imunomoduladora dos extratos em ceélulas infectadas por T. cruzi. Além disso, uma
proteina com atividade tripanocida foi purificadaa partir do extrato aquoso de T. obliquus.
O extrato foi fracionado com sulfato de aménio, em saturaces que variaram entre O-
80%. Cada fracdo foi dialisada em tampé&o Tris HCl,a 20 mM, pH 7,2, 4 °C, por 18 h, e
avaliada quanto a acdo tripanocida. A fracdo proteicacom maior acdo anti-T. cruzi foi
purificada por cromatografia de troca idnica (DEAE- Sephadex), cujas absorbancias
foram avaliadas em 215, 260 e 280 nm. A proteina purificada foi dialisada em tampao
Tris HCI, 20 mM, pH 7,2, 4°C, por 18 h, e nas concentracdes entre 4,68 e 150 pg/ml, foi
avaliada quanto a acdo citotoxica (PBMC), e tripanocida. Os ensaios demonstraram que o
extrato de T. obliquus foi mais seletivo contra

T. cruzi comparado ao de C. vulgaris (ISe = 16,8 e 8,9, respectivamente). Além disso, T.
obliquus, na concentragdo de 15,08 pg/ml (1C50) também foi eficiente na modulagéo da
resposta imune, mediante a expressdo do fator de necrose tumoral (TNF) e da

interleucina-10 (IL-10). Por outro lado, C. vulgaris, na concentragéo de 112,10 pg/mi



(IC50), diminuiu os niveis de interferon-gama (IFN- v), reduzindo, portanto, o processo
inflamatorio, e também estimulou a producdo de TNF, que € essencial no controle da
parasitemia. Além disso, a proteina purifica de T. obliquus ndo foi toxica para PBMC
(CCs50 > 150 pg/ml), e apresentou agdo tripanocida (ICso = 58,7 pg/ml), confirmando,
portanto, que microalgas sdo potenciais agentes anti-T. cruzi.

Palavras-chaves: Microalgas, Compostos bioativos, Atividade tripanocida,
Imunomodulagéo.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease (CD), and can be
transmitted to humans mainly through the vectorial action. During the course of the
infection, the immune system plays an essential role, stimulating the inflammatory
process to control the infection, as well as controlling the inflammation, to prevent the
tissue damage. Taking into account the limitations in the treatment of CD, and the
necessity of new therapeutic targets, microalgae represent a viable alternative, as they
produce metabolites with various pharmaceutical properties, including anti-T. cruzi
activity and immunomodulatory effects. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the anti-T.cruzi and immunomodulatory activities of extracts obtained from the
biomass of Chlorella vulgaris and Tetradesmus obliquus microalgae, as well as the
purification of a protein with trypanocidal action from the most selective extract against
the parasite. The microalgae were cultivated in a salt-enriched medium, under constant
aeration and the presence of CO2, and the biomass was obtained after the exponential
growth phase, by centrifugation. The lyophilized biomass was dissolved in Tris-HCI
buffer at 0.2 M and pH 7.2, subjected to cell disruption by sonication, centrifuged at 4500
Xg, 4°C for 30 minutes, in which the supernatant was the aqueous extract. The minimum
cytotoxic concentration (CC50) in peripheral blood mononuclear cells (PBMC), the
minimum inhibitory concentration (1C50) in trypomastigote forms of T. cruzi, and the
selectivity index (SI) of each extract were determined. Subsequently, the
immunomodulatory activity of the extracts was evaluated, in T. cruzi-infected PBMC.
Furthermore, a protein with trypanocidal activity was purified from the aqueous extract
of T. obliquus. The extract was fractionated with ammonium sulfate, at saturations that
varied between 0-80%. Each fraction was dialyzed against Tris HCI buffer, 20 mM, pH
7.2, 4°C, for 18 h, and evaluated for trypanocidal activity. The protein fraction with the
higher anti-T. cruzi activity was purified by ion exchange chromatography (DEAE-
Sephadex), whose absorbances were evaluated at 215, 260 and 280 nm. The purified
protein was dialyzed against Tris HCI buffer, 20 mM, pH 7.2, 4°C, for 18 h, and at
concentrations between 4.68 and 150 pg/ml, it was evaluated for cytotoxic (PBMC) and
trypanocidal activities. The extract of T. obliquus was more selective against T. cruzi,
compared to the extract of C. vulgaris (SI = 16.8 and 8.9, respectively). Furthermore, T.
obliquus, at 15.08 pg/ml (IC50) presented immunomodulatory effects, through the
expression of tumor necrosis factor (TNF) and interleukin-10 (IL-10). On the other hand,
C. vulgaris, at 112.10 pg/ml (IC50), decreased the levels of interferon-gamma (IFN-y),



reducing, the inflammatory process, and also stimulated the production of TNF, which is
essential to the control of the parasitemia. Furthermore, the purified protein from T.
obliquus was not toxic to PBMC (CC50 > 150 pg/ml), and showed trypanocidal activity
(1C50 = 58.7 pg/ml), confirming, therefore, that microalgae are potential anti-T. cruzi

agents.

Keywords: Microalgae, Bioactive ~ compounds,  Trypanocidal  activity,

Immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), também conhecida com tripanosomiase americana, €
considerada negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cujo agente
etiolégico é o Trypanosoma cruzi. Este, por sua vez, € um protozoario hemoflagelado
que pode ser transmitido a seres humanos principalmente pela acdo vetorial, sendo
possivel, também, sua transmissao por via oral, de forma congénita ou por transfusdo
sanguinea (ECHEVERRIA et al., 2019). Segundo a OMS, a DC atinge cerca de 6 a 7
milhdes de pessoas no mundo (WHO, 2020), e de acordo com um levantamento
epidemiologico realizado entre 2010 a 2015, maior parte dos infectados sdo oriundos de
paises latinoamericanos (Chagas disease in Latin America: an epidemiological update

based on 2010 estimates).

Clinicamente, a DC possui duas fases, aguda e cronica (BENZIGER et al., 2017). A
fase aguda é assintomatica em 97% dos casos, e aproximadamente 1% desses pacientes
podem apresentar sintomas que variam de moderados a graves. S&do eles
hepatoesplenomegalia, miocardite, insuficiéncia cardiaca ou meningoencefalite
(BONNEY et al., 2019). Ao entrarem na fase cronica indeterminada, os individuos
infectados geralmente permanecem anos ou décadas sem manifestacdes clinicas
sugestivas, mas ainda apresentam sorologia positiva (LINHARES-LACERDA et al.,
2018). Por outro lado, cerca de 30% dos infectados desenvolvem a forma cronica

sintomatica, sendo a cardiomiopatia chagasica a manifestacéo clinica mais sugestiva.

O sistema imune desempenha um papel essencial na patogénese da DC. Durante a
fase aguda, o processo inflamatério é estimulado por citocinas do perfil Thl, mediante
o recrutamento de células de defesa como macréfagos, para controlar a parasitemia
(GUTIERREZ et al., 2009). Por outro lado, a hip6tese da autoimunidade sugere que 0S
danos cardiacos, caracteristicos da fase cronica, ocorrem devido a uma resposta imune
exacerbada, promovendo uma disrupcdo da auto-tolerancia que contribui na

intensificacdo dessas lesdes cardiacas (NARDY et al., 2015).

Na perspectiva terapéutica, apenas duas drogas estdo disponiveis para o tratamento
da DC, que sdo o benzonidazol (BZ) e o nifurtimox (NF). No entanto, essas medicagdes

sdo toxicas, pouco eficazes na fase cronica da doenga, e podem apresentar efeitos
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colaterais que muitas vezes levam ao abandono do tratamento. Os efeitos mais
observados sdo erupgdes cutaneas, efeitos deletérios na glandula adrenal, c6lon, Gtero e
tecido maméario (COURA et al.,, 2002). Além dos efeitos coletarais, também séao
observados mecanismos de resisténcia parasitaria as drogas convencionais (CAMPOS
et al., 2014).

Devido a essas limitacdes, faz-se necessaria a busca de novos agentes terapéuticos
para a DC, que sejam eficazes contra o parasito, e sem efeitos colaterais graves
(TORRICO et al., 2018). Nesse contexto, as microalgas podem ser promissoras na
prospeccao de compostos com acdo tripanocida, devido a variedade de metabdlitos que
produzem, com vasta aplicacdo biotecnoldgica, mais precisamente no setor farmacéutico
(PRADHAN et al., 2012). Dentre as atividades biologicas das microalgas, destacam-se
as antibacterianas, antioxidantes, anti-inflamatdrias, antifungicas, imunomoduladoras e
antiparasitarias (MANIRAFASHA et al., 2016; MELO et al., 2023; SILVA-JUNIOR et
al., 2023), que podem ser atribuidas a compostos como pigmentos, lipideos,
polissacarideos e proteinas (WANG et al., 2021).

Microalgas como Chlorella vulgaris e Tetradesmus obliquus possuem elevado teor
proteico em suas biomassas. Dependendo das condi¢cfes de cultivo, as biomassas de C.
vulgaris e T. obliquus podem corresponder a 58% e 72% de proteinas, respectivamente
(KUMAR et al., 2017), e alguns estudos reportam que proteinas como a Concavalina A
(CoA), apresentam efeitos letais ao género Trypanosoma (SERRANO et al., 2005). Logo,
o desenvolvimento de abordagens terapéuticas para a DC através de proteinas oriundas
de microalgas precisa ser melhor explorado, visto que estudos a respeito da atividade

tripanocida desses microrganismos ainda sdo escassos.

1.1. OBJETIVOS

1.1.2. OBJETIVO GERAL

e Investigar a acdo tripanocida e imunomoduladora de extratos aquosos e proteicos

oriundos da biomassa de Chlorella vulgaris e Tetradesmus obliquus.

1.1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a agdo citotoxica dos extratos de C. vulgaris e T. obliquus em células

mononucleares de sangue periférico (PBMC);
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e Analisar a atividade tripanocida dos extratos frente a formas tripomastigotas de T.

cruzi;
e Determinar o extrato mais seletivo contra T. cruzi;

e Auvaliar a acdo imunomoduladora dos extratos, no que diz respeito a expressdo das
citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4 e IL-2 em PBMC infectadas ou ndo por T.

cruzi;
e Purificar proteina a partir do extrato com maior potencial anti-T. cruzi;
e Avaliar a agdo citotoxica da proteina purificada em PBMC;

e Determinar a atividade tripanocida da proteina purificada.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.DOENCA DE CHAGAS: MECANISMOS DE INFECCAO DO AGENTE
ETIOLOGICO E PATOGENESE

O agente etiologico da DC € o Trypanosoma cruzi, protozoario hemoflagelado, da
ordem Kinetoplastida, que foi identificado pela primeira vez pelo médico brasileiro
Carlos Chagas, no ano de 1909 (NEVES, 2005). A OMS estima que a doenca afeta
aproximadamente 8 milhdes de pessoas no mundo inteiro, atingindo, em maioria, paises
da América Latina (WHO, 2020). O parasito é transmitido a seres humanos e demais
vertebrados pela acdo vetorial, através de insetos triatomineos, sendo possivel, também,
a transmissao por ingestdo de alimentos contaminados, transfusdo sanguinea, transplante
de 6rgdos, ou ainda de forma congénita (PEREZ- MOLINA; MOLINA, 2017).
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Conforme demonstrado na figura 1, o ciclo de vida do T. cruzi é heteroxeno, ou seja,

apresenta fases distintas em hospedeiros distintos.

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma  cruzi. Adaptado de
https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html. 1. Inicialmente, durante o repasto
sanguineo, o parasito urina e defeca no local da picada. Fezes/urina contém a forma
tripomastigota metaciclica (infectante), e estas penetram no hospedeiro através de feridas ou
mucosas. 2. Ao cairem na corrente sanguinea, os tripomastigotas invadem as células
hospedeiras e se convertem em amastigota. 3. Os amastigotas se multiplicam por divisao
binéria. 4. Amastigotas intracelulares se convertem em tripomastigotas, rompem a célula e
caem novamente na corrente sanguinea, infectando outras células ou continuando o ciclo. 5.
Os triatomineos realizam o repasto saguineo e ingerem formas tripomastigotas. 6. No
intestino grosso dos triatomineos, tripomastigotas se convertem em epimastigotas. 7.
Epimastigotas se multiplicam no trato gastrointestinal. 8. Epimastigotas se convertem em

tripomastigotas e séo eliminados nas fezes ou urina.

Existem trés formas evolutivas nas quais o parasito pode se encontrar. Sdo elas

epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas, conforme demonstrado na figura 2.


http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html
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Figura 2. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. Fonte: Fonte: Acervo pessoal

do autor, BioRender..

Formas epimastigotas sdo encontradas no intestino médio do vetor, que € o Triatoma
infestans; tripomastigotas estdo presentes nos vertebrados durante as fases infecciosas e
ndo proliferativas; enquanto amastigotas estdo presentes no meio intracelular, também no
hospedeiro vertebrado. Durante o ciclo, o parasito sofre alteracdes em sua morfologia,
metabolismo e expressdo génica, a medida em que passa do estdgio replicativo
epimastigota para a forma tripomastigota metaciclica, que infecta seres humanos
(GONGALVES et al., 2018).

O processo de diferenciacdo de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos é
conhecido como metaciclogénese. Ocorre no intestino médio do triatomineo, e 0s
tripomastigotas sdo liberados durante a excrecdo, enquanto o vetor realiza o respasto
sanguineo (GARCIA et al., 1991; KLEFFMA et al., 1997). Os fatores que ocasionam a
metaciclogénese ainda sdo desconhecidos, mas estudos anteriores relatam que a caréncia
nutricional, adenosina 3,5-monofosfato ciclico (AMP ciclico) e adenilato ciclase sdo
alguns dos elementos essenciais para a ocorréncia da metaciclogénese (GONZALES-
PREDOMO et al., 1988).

Durante a internalizacdo, a interacdo entre T. cruzi e as células hospedeiras € dividida
em duas etapas distintas. Sdo elas a adesdo, que inclui reconhecimento e sinalizacéo; e
internalizacdo, processo complexo que envolve diferentes vias, semelhantes a
mecanismos endociticos (de SOUZA et al., 2010). A endocitose é iniciada quando ha o
reconhecimento entre moléculas presentes na supercifie celular do hospedeiro e o produto
a ser internalizado, que é o T. cruzi (SIBLEY et al., 2000). Alguns receptores de superficie

celular do hospedeiro, como carboidratos contendo residuos de galactosil, manosil e sialil,
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assim como lectinas, se ligam a carboidratos de superficie do parasito, facilitando a sua
internalizacdo (ALVES et al., 2008). Por outro lado, moléculas como citoqueratina 18,
fibronectina, laminina e integrinas também podem atuar como receptoras de T. cruzi,
interagindo com receptores de superficie do parasito, como o Tc85, facilitando a interacao
parasito-hospedeiro (CLASER et al., 2008).

2.1.2. MANIFESTACOES CLINICAS E RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO

Clinicamente, a doencga de Chagas € classificada em duas fases, aguda e cronica,

conforme demonstrado na figura 3.
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Figura 3. Evolucgéo soroldgica e parasitologica da doenca de Chagas em pacientes

ndo tratados. Fonte: acervo pessoal do autor, adaptado de Rassi et al. (2012).

A primeira é assintomatica em 97% dos casos, durando, em média, de 4 a 8 semanas,
e 0s sintomas que aparecem em 3% desses pacientes sdo bastante inespecificos, como
febre, nauseas e quadros de hepatoesplenomegalia (ZINGALES et al., 2018). Conforme
demonstrado na figura 3, a fase aguda da DC € caracterizada por uma elevada parasitemia,
com altos niveis de anticorpos IgM (Imunoglobulina M) anti-T. cruzi. 70% dos
infectados, ap6s a fase aguda, desenvolvem a forma crénica, na qual os indices da
imunoglobulina G (IgG) anti-T. cruzi atingem seus niveis maximos. A fase aguda pode
ser indeterminada ou sintomatica, nesta Ultima quando 30% desses individuos poderdo

apresentar lesdes irreversiveis no tecido cardiaco, desenvolvendo a cardiomiopatia
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chagésica (SIMOES et al., 2018).

Modelos experimentais em camundongos infectados por T. cruzi demonstram que 0
sistema imune desempenha um papel essencial no curso da infeccdo, induzindo uma forte
resposta inata e adaptativa. A transicdo da fase aguda para a fase crénica é caracterizada
pela reducdo da parasitemia sanguinea, e sdo observados varios mecanismos que regulam
0 processo inflamatério no curso da infeccdo (DUTRA et al., 2014). Diversas células
atuam no controle da infeccdo, como macrofagos, células Natural Killers (NKs),

linfocitos B e T, além do sistema complemento, conforme ilustrado na figura 4.
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Figura 4. Recrutamento de células de defesa no curso da infeccdo por T. cruzi.

Fonte: Acervo pessoal do autor, BioRender.

As células fagociticas, como macrofagos, neutrofilos e NK, séo a primeira linha de
defesa contra patdgenos. Macrofagos induzem a secrecdo da IL-12, com potencial
inflamatdrio, e expressam receptores de membrana que reconhecem padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPS) e padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), o
que permite a deteccdo e fagocitose de microrganismos (DUTRA et al., 2014). No caso
da infeccdo por T. cruzi, existem receptores importantes no reconhecimento do parasito
pelo sistema imune do hospedeiro. Séo eles os Toll like (TLRs), denominados TLR1, - 2,
- 4, -5 e -6, encontrados na superficie celular, e TLR3, -7, - 8 e — 9, expressos nos

compartimentos intracelulares (CHEN et al., 2011).



23

Em relacdo a resposta inata, as células NK desempenham um papel essencial no
controle do processo infeccioso por T. cruzi. Quando ativadas, mediante a expressdo de
IL-2 (NIHEI et al, 2021), as NK ativam a producdo de IFN-y, ocasionando o
recrutamento de macrofagos e estimulo da diferenciacdo de células T virgens,
caracterizando o perfil de resposta Thl (ACEVEDO et al., 2018). Os efeitos moduladores
e citotdxicos das NK sdo regulados pela expressdo de algumas citocinas da resposta imune
inata, como IL-12, IL-15, IL-18 e IFN- y. Por outro lado, modelos experimentais em
camundongos relatam que a reducéo da expressdo de IFN-y e aumento da expresséo da
interleucina-10 (IL-10) resultam na toler&ncia imunolégica ao T. cruzi (CARDILLO et
al., 1996). A IL-10 é considerada uma das citocinas anti-inflamat6rias mais potentes,
sendo detectada desde o0s estagios iniciais até a fase tardia de pacientes chagasicos na fase
crénica (DUTRA et al., 2000; VITELLI-AVELAR et al., 2008).

Vale ressaltar que durante a resposta inata, o sistema complemento também
desempenha um papel crucial na defesa do hospedeiro contra o T. cruzi. O sistema
complemento envolve mais de 35 proteinas receptoras e reguladoras da membrana
celular, ativadas por trés vias, que sdo a classica, lectina e alternativa, ocasionando
fagocitose e lise do patdgeno (RICKLIN et al., 2010). Ainda assim, o parasita utiliza uma
série de eventos para escapar da lise imediata do complemento. Estudos demonstram que
o T. cruzi expressa moléculas que interferem na iniciacdo das trés vias, mediante o
compromentimento da montagem de C3 convertase, proteina essencial para ativar o
complemento (LIDANI et al., 2017).

Durante a resposta adaptativa, vale destacar o papel de células B e T. As células B
atuam na producdo de anticorpos na resposta humoral, e alguns desses anticorpos
permitem a lise direta dos parasitos através do bloqueio da evasdo do complemento
(ACEVEDO et al., 2018). Esses anticorpos também secretam proteinas como mucinas
(TcMUC), proteinas de superficie (MASPs), tubulina, hsp70, proteina de haste
paraflagelar (TcPRP), e glicoproteina gp82, que também auxiliam na lise do parasito,
visto que reconhecem alguns antigenos do T. cruzi, como T-DAF, uma proteina de
superficie com 90 kDA, glicoproteinas do tipo mucina e gp190 (KRAUTZ et al., 2000).

E importante destacar que os anticorpos produzidos contra T. cruzi também néo
eliminam efetivamente o parasito, havendo a possibilidade de ser estabelecida uma
infeccdo permanente. Isso ocorre devido a trés fatores. O primeiro deles é a variabilidade

antigénica, visto que o T. cruzi expde uma variedade de antigenos em sua superficie, como
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mucinas, trans-sialidases e MASPs, que atrasam a ativacao de clones da célula B, assim
como a maturacao de anticorpos neutralizantes (CARDOSO et al., 2016).

O segundo fator consiste na reducdo de células B imaturas na medula Ossea,
provavelmente devido a um aumento significativo da taxa de apoptose. Estudos relatam
que o T. cruzi também pode comprometer toda a resposta humoral através da limitagao
da geracdo de células B maduras na periferia (ZUNIGA et al., 2005). O terceiro fator é a
ativacdo de células B policlonais ndo especificas, demonstrado em experimentos com
camundongos, onde foram observados processos como esplenomegalia e
hipergamaglobulinemia associada a producdo de anticorpos especificos para T. cruzi
(BONNEY et al., 2015).

A resposta mediada por celulas T € inciada por meio de sinais produzidos pelo
reconhecimento  de  complexos  pepitdeo-MHC  (Complexo  maior  de
histocompatibilidade) na superficie de células apresentadoras de antigeno (APCs) pelo
receptor de célula T (TCR). No contexto da fase aguda da DC, as células T se diferenciam
em celulas Te, aumentando a expressdo de CD40L e CD25, que estimulam a maturagéo
de macrofagos para auxiliar nas fungdes da célula B e expresséo de IL-2, respectivamente
(ACEVEDO et al., 2018). Em pacientes cronicos, as células T exercem a funcdo de
manter a parasitemia reduzida (SARTORI et al., 2003), mas devem ser expressas
regularmente, visto que o excesso de secrecdo dessas células pode ocasionar uma
resposata exacerbada, causando danos teciduais e sintomas caracteristicos da fase cronica
da DC (TEIXEIRA et al., 2006). O balanco imunolégico da DC, no que diz respeito a

expressdo de citocinas, esta descrito na figura 5.



25

Intenso processo

regulatério Fase cronica
5 (Cardiaca)
IL-17 F W [TNFa| |
‘|>li ‘ IFN-y
TCD“t 4 ¥ o) ; | 17 I
APC TCD4+
IL-10 Rt
v \' TNF-a.
Fase cronica | IL-10
Indeterminada

rfntenso processo
Inflamatorio

Figura 5. Expressdo de citocinas no curso da infeccdo por Trypanosoma cruzi.

Fonte: acervo pessoal do autor. Adaptado de Dutra et al. (2014).

Em relacdo ao perfil de expressdo de citocinas, € importante ressaltar a importancia
do TNF- a ¢ IFN-y, que ativam macréfagos para atuar contra os parasitas intracelulares.
No entanto, por serem estimuladoras do processo inflamatorio, devem ser controladas
para evitar danos teciduais e progressdo da doenca, e a IL-10 se mostra interessante no
mantimento do balango imunologico. Vale ressaltar que a IL-10 estd expressa em
pacientes cronicos indeterminados, sugerindo que também previne a progressao da
doenca para a fase crénica sintomatica (Dutra et al., 2014).

Apesar de ndo completamente elucidados, esses mecanismos imunoldgicos
associados ao controle de infeccdes ocasionadas por T. cruzi sdo essenciais para o
desenvolvimento de novas terapias para a DC, ja que o atual tratamento possui uma serie
de limitacBes. Um medicamento antichagasico deve atender a uma série de critérios,
incluindo baixa toxicidade, efetividade em baixas concentracfes e que também seja capaz

de controlar o processo inflamatorio.

2.1.3. QUIMIOTERAPIA CONVENCIONAL DA DOENCA DE CHAGAS
Atualmente, duas medicagdes estdo disponiveis para o tratamento de pacientes
chagasicos, que sdo o benzonidazol - BZ (Figura 6) e o nifutrimox- NF (Figura 7). No

entanto, essas drogas sdo toxicas e estudos relatam que ambas sdo pouco eficazes na fase
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cronica da doenca (LUIZA,; SILVA, 2016). No Brasil, o BZ é preferencialmente utilizado
por ser menos toxico que o NF, sendo comercializado em comprimidos de 100 mg. Em
pacientes agudos, o tratamento dura, em média, 60 dias, sendo recomendada uma dose
diaria de 10 mg/kg por dia em adultos e criancas. J4 em pacientes cronicos, recomenda-

se 5 mg/kg, também durante 60 dias.
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Figura 6. Estrutura quimica do benzonidazol. Fonte: Acervo pessoal do autor,

ChemDraw.
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Figura 7. Estrutura quimica do nifutrimox. Fonte: Acervo pessoal do autor,

ChemDraw.

Em relacdo ao mecanismo de acdo, 0 BZ promove uma reducdo da sintese proteica,
assim como a incorporacao dos percussores de RNA e incorporacdo da timidinaem
moléculas de DNA (RODRIGUES & CASTRO, 2002). O NF, por outro lado, age
diretamente nos amastigotas intracelulares, e compromete a viabilidade parasitaria
através da detoxificacdo parametabolica do oxigénio (BERNARDES et al. 2006).

Alguns efeitos colaterais sdo observados pelo uso do BZ, sendo a dermatite presente
em 30% dos casos; Polineuropatia, leucopenia, alteracbes hepaticas e agranulocitose
acontecem com menor frequéncia, mas ha relatos de abandono do tratamento devido a
esses efeitos colaterais (ANDRADE et al., 2011; MACHADO et al., 2013).

O BZ também ndo se mostrou eficaz em pacientes portadores da cardiomiopatia
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chagésica (Morillo et al. (2015), e foi demonstrado experimentalmente que tanto o BZ
quanto o NF apresentam efeitos neurotdxicos, efeitos deletérios na adrenal, c6lon e em
tecidos mamarios, além de serem potencialmente carcinogénicos (SALAS et al., 2011).
Outros estudos também reportam que o T. cruzi desenvolve mecanismos de resisténcia ao
BZ (CAMPOS et al., 2014; ZINGALES et al., 2014). Portanto, a busca por novos alvos
terapéuticos para a DC é necessaria.

Em 1997, A OMS estabeleceu, em uma série de critérios de qualidade para 0s novos
farmacos antichagasicos. S&o eles: cura parasitologica nas duas fases da doenga,
efetividade em baixas concentragfes, baixo custo, auséncia de efeitos colaterais
significativos, ndo oferecer mecanismos de resisténcia por parte do parasito, dentre outros
(SILVAZet al., 2012). Levando em consideracéo as limitagdes do BZ e NF, principalmente
em relacdo aos efeitos citotoxicos e resisténcia parasitaria (BOIANI et al., 2010), sdo
descritos, na literatura, a acdo tripanocida de extratos vegetais, compostos sintéticos e/ou

naturais.

2.2. NOVAS PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS PARA A DOENCA DE CHAGAS

2.2.1 ACAO TRIPANOCIDA DE COMPOSTOS SINTETICOS

Nos ultimos anos, a sintese organica evoluiu consideravelmente, ocasionando o
surgimento de novos compostos sintéticos para aplicacdo na industria farmacéutica
(SANGI, 2016). Em relacdo a compostos com atividade tripanocida, a licarina A e seus
derivados semi-sintéticos se mostraram efetivos frente a formas tripomastigotas de T.
cruzi (MELETI et al., 2020); assim como compostos do tipo cromano e acetofenonas
foram promissores em ensaios in vitro contra formas resistentes do T. cruzi (GONZALEZ
et al., 2021).

Haroon et al. (2021) sintetizaram 27 compostos tiazolidinicos, denominados 1,3-
tiazdis, através da ciclizacdo de tiossemicarbazomas com etil bromopiruvato. Esses
compostos levam a morte do T. cruzi, mediante estimulo de necrose e apoptose. Berzal et
al. (2022) relataram que derivados do composto 5-nitroindazol se mostraram promissores
nos ensaios in vitro contra T. cruzi. Observou-se que esses compostos sdo bastante
seletivos contra o parasito, visto que inibem formas tripomastigotas e amastigotas sem

ocasionar efeitos citotdxicos na linhagem L929 de fibroblastos.

Naftoquinonas também estdo apresentando resultados promissores em ensaios anti-
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T. cruzi. Uma série de naftoquinonas denominadas CG9-442, CG8-935 e CG10-248
apresentaram atividade tripanocida, em especial a CG-442, que foi a mais ativa e
comprometeu a viabilidade do parasito mediante estresse oxidativo (DUBIN et al., 1990;
DE WITTE et al., 2004). Nesse contexto, vale ressaltar que Rani et al. (2022)
demonstraram que nanoparticulas a base de goma contendo naftoquinonas induziram a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), em culturas de tripanosomatideos.
Outro estudo a respeito da acdo antiparasitaria de compostos quimicamente sintetizados
que merece destaque é o de Paixao et al. (2019), que avaliaram a atividade antiparasitaria
de complexos oriundos do tenario de cobre (I1) sobre formas amastigotas do T. cruzi.
Observou- se que 0 composto em questdo reduziu em 64% a parasitemia no pico da
infeccdo, sendo até mais eficaz que o BZ.

2.2.2 AQAO TRIPANOCIDA DE EXTRATOS E COMPOSTOS NATURAIS

Os organismos vegetais, ao longo da historia, sempre foram explorados na
terapéutica de doencas infecciosas, devido a diversidade de metabolitos encontrados
nesses seres (WATERS et al., 2010; ROESSNER, 2012). Ainda assim, estima-se que
apenas 10% da biodiversidade vegetal foi investigada em relacdo as propriedades
biologicas (NEWMAN, 2013). No contexto da DC, muitos extratos naturais estdo
demonstrando resultados promissores contra o T. cruzi, como 0s extratos alcéolicos da
planta Castanedia santamartensis, que promovem o colapso da membrana mitocondrial
do parasito (PERTUZ et al., 2022); extratos organicos da planta Juncus acutus, que foram
letais para formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi (OLIVEIRA et al., 2016);
assim como extratos etandlicos e aquosos da planta Terminalia catappa, que inibem a
proliferacdo do T. cruzi emtestes in vitro (ADEBUKOLA et al., 2021).

Por outro lado, as algas marinhas vem ganhando destaque na prospeccéo de bioprodutos com
acdo tripanocida. De Felicio et al. (2010) relatam que fracdes de n-hexano e diclorometano de
Bostrychia tenella (Rodophyta) se mostraram eficazes contra formas tripomastigotas de T. cruzi;
extratos brutos de duas algas marinhas verdes (Codium fragille e Ulva lactuta) apresentaram
atividade tripanocida (SPAVIERI et al., 2010); e o extrato bruto de Dictyota sp. inibiu em mais de
60% a viabilidade celular do T. cruzi nos ensaios in vitro (BIANCO et al., 2013).

A acdo tripanocida das algas marinhas pode ser atribuida a diversidade de metabolitos
secundarios que esses organismos sintetizam, incluindo compostos halogenados (CABRITA et al.,
2010), polissacarideos sulfatados (BERTEAU & MULLQY, 2003), terpenos, polifendis, alcaloides
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e elatol (SANTOS et al., 2013). O mecanismo de a¢do desses compostos ainda ndo € totalmente
esclarecido, porém, estudos sugerem que alguns desses compostos, como o elatol obtido da alga
Laurencia dendroidea, podem estar envolvidos no processo de despolarizagdo mitocondrial do
parasito, assim como no aumento dos niveis do &nion superdxido (O2*), que pode afetar estruturas
celulares, levando o T. cruzi @ morte (SANTOS et al., 2010; DESOT et al., 2012).

2.3. MICROALGAS: NOVAS FONTES PARA OBTENQAO DE COMPOSTOS
TRIPANOCIDAS

Além das algas marinhas, outros organismos podem ser promissores na busca de
compostos anti-T. cruzi: as microalgas. Estas, por sua vez, sdo microrganismos
fotossintetizantes que podem ser encontradas em ambientes marinhos, de agua doce e até
nos ecossistemas terrestres (HU et al., 2008; RIZWAN et al., 2018), sendo bastante
exploradas devido as diversas aplicagdes comerciais, como na producdo de energia
(biocombustiveis), tratamento de efluentes e obtencdo de compostos de interesse
farmacéutico (GAUTAM et al., 2013; HTET et al.,, 2018; MATA et al., 2010). A
utilizacdo de microalgas na prospecc¢éo de bioativos de interesse farmacéutico apresenta
diversas vantagens em relacdo a outros organismos, e até mesmo em relacédo a utilizacédo
de compostos sintéticos. Esses microrganismos podem ser cultivados de forma continua
em regifes aridas e/ou improdutivas, e necessitam, basicamente, de energia solar,
minerais e dioxido de carbono para estimular a producdo dos metabdlitos primarios e
secundarios (Figura 8) (DIXON et al., 2018).

METABOLISMO E COMPOSICAO
QUIMICA DAS MICROALGAS
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Figura 8. Produtos oriundos do metabolismo primario e secundério das
microalgas. Fonte: acervo pessoal do autor.

As microalgas podem modular seu metabolismo de acordo com as alteragdes
ambientais, produzindo metabdlitos primarios (proteinas, carboidratos e lipideos) que
estdo diretamente relacionados ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo
(VUPPALADADIYAM et al., 2018), assim como metabdlitos secundérios, que atuam
principalmente na defesa desses microrganismos, na resposta a situacdes de estresse e
sinalizacdo (JEONG et al., 2020). Os principais metabdlitos secundarios produzidos pelas
microalgas sdo pigmentos, alcaloides, esteroides e isoprenoides (SREENIKETHANAM
et al., 2022).

Dentre as atividades biologicas atribuidas as microalgas, destacam-se:
antimicrobiana, anticancer, anti-hipertensiva e cicatrizante (SILVA-JUNIOR et al., 2019;
SILVA et al., 2021; AMORIM et al., 2022; ANDRADE et al., 2022). Apesar dessa
diversidade de aplicac@es, as microalgas ainda sé@o pouco exploradas quanto a prospecgéo
de compostos tripanocidas. Na literatura, ha disponivel a patente BR 1020200228609,
que relata o processo de formulagdo de um produto tripanocida a base do extrato celular
da microalga Chlorella vulgaris. Foram adicionados amido e lactose como adjuvantes, e
0 produto inibiu a proliferacdo de formas tripomastigotas do T. cruzi. Silva-Junior et al.
(2023) demonstraram o potencial tripanocida de C. vulgaris e T. obliquus. Extratos
aquosos obtidos pelo método de homogeneizacdo foram letais para formas
tripomastigotas de T. cruzi em concentracGes variando de 40 a 100 pg/ml, sendo C.
vulgaris a mais seletiva frente ao parasito (indice de seletividade > 18).

Veas et al. (2020) avaliaram a acdo tripanocida de extratos aquosos e organicos das
espécies Chlamydomonas reinhardtii, Tetraselmis suecica, Scenedesmus obliquus e
Arthrospira platensis, e foi constatado que os extratos metandlicos e etandlicos de T.
suecica foram bastante seletivos contra tripomastigotas de T. cruzi (SI = 11,2 para o

extrato metandlico e Sl = 4,8 para o extrato etandlico).
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2.3.1 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris, microalga do filo Chlorophyta, possui células
morfologicamente esféricas (Figura 9), com aproximadamente 2 ou 10 um de didmetro,
e possui varios elementos estruturais semelhantes aos das plantas. A rigidez que preserva
sua integridade celular ¢, basicamente, uma protecdo contra invasores e de ambientes
com condicdes adversas (SAFI et al., 2014). O citoplasma é composto por substancias
gelatinosas e abriga organelas celulares, a exemplo da mitocéndria. Em relacdo as
aplicacdes biotecnoldgicas, C. vulgaris destaca-se devido ao rapido crescimento e sua
composicao bioguimica, que dificulta a invasdo de agentes oportunistas (PRIBY Let al.,
2013).

Figura 9. Morfologia da microalga Chlorella vulgaris.

Bioquimicamente, C. vulgaris é constituida essencialmente por lipideos e proteinas,
oriundos do metabolismo primario. Além disso, ha a presenca de ions e algumas
vitaminas, todos com vasta aplicacdo biotecnologica. Dependendo das condicBes de
cultivo, cerca de 42 a 58% da biomassa de Chlorella vulgaris pode corresponder aelementos
proteicos (SEYFABADI et al., 2011).

Estudos relatam que Chlorella vulgaris possui eficiéncia em testes antitumorais,
anti-inflamatdrios, imunomoduladores, antioxidantes e antibacterianos (VIJAYAVEL et
al., 2007). Em relacdo ao potencial imunomodulador, Hyrslova et al. (2021)
demonstraram que C. vulgaris foi capaz de manter um equilibrio na resposta imune,
mediante a expressdo das citocinas pro-inflamatérias TNF e IFN-y, assim como

controlar o processo inflamatério através do aumento dos niveis de IL-10, sendo um
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fator interessante no que diz respeito a terapia antichagasica, visto que esse balango
imunolégico é importante para controlar a parasitemia e prevenir eventuais danos
teciduais.

Nesse contexto, ja existem, na literatura, relatos da acdo antiparasitaria de C.
vulgaris. Silva-Junior et al. (2023) testaram o extrato aquoso de C. vulgaris frente a
formas tripomastigotas de T. cruzi, e Melo et al. (2023) avaliaram o potencial
leishmanicida dessa microalga. O extrato de C. vulgaris foi consideravelmente seletivo
contra T. cruzi (ISe > 18), e também foi letal para Leishmania braziliensis (1Se = 6,89),
além de oferecer um efeito protetor, mediante estimulo de citocinas do perfil Th1 (TNF)
em células infectadas por L. braziliensis.

2.3.2 Tetradesmus obliquus
O género Tetradesmus (Figura 10) é predominantemente encontrado entre
populacdes planctonicas. As espécies diferem entre si pela textura da parede celular,

sendo as células formadas por um cloroplasto simples, Unico e laminado.

Figura 10. Morfologia de Tetradesmus obliquus.

E uma espécie que possui alta taxa de crescimento, sendo bastante resistente a
condicBes adversas, como elevadas temperaturas e estresse salino (OLIVEIRA et al.,
2021). Pode ser cultivada em condicBes autotréficas e heterotroficas (SHEN et al.,
2018), sendo o autotrofico 0 mais comum, por ser um método de producdo em larga
escala. Pela fotossintese, ocorre a conversdo de energia luminosa em energia quimica,

na qual compostos como adenosina trifosfato (ATP) e nicotinamida e adenina
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dinucleotideo fosfato (NADPH) sdo conservados e subsequentemente utilizados na
reducdo de CO2, para a sintese de carboidratos e outros compostos organicos (XIA &
MURPHY, 2016).

Estudos relatam que T. obliquus é uma espécie interessante no que diz respeito a
prospeccdo de compostos biologicamente ativos, com aplicagdo em processos
ambientais, como na producéo de biodiesel e biorremediagdo, assim como na prospeccao
de biomoléculas de interesse farmacéutico (RUEN - NGAM, 2017).

Em relacdo a composicéo bioquimica de T. obliquus, alguns fatores interferem na
producédo dos metabdlitos. Sdo eles as condicbes de crescimento e a composicao do meio
de cultura (OLIVEIRA et al., 2021). Dentre os metabolitos primarios produzidos por
Tetradesmus sp, destacam-se os lipideos, carboidratos e proteinas, conforme descritos
na tabela 1 (GUEDES et al., 2011; di CAPRIO et al., 2021).

Composicéo bioquimica (%) Referéncia
Carboidratos (10-69%) HARUN et al. (2009); OLIVEIRA et al., (2020).
Lipideos (10-56%) QU et al., (2020); OLIEIRA et al., (2020).
Proteinas (19-56%) BECKER (2007); OLIVEIRA et al., (2020).

Tabela 1. Composicéo bioquimica da microalga Tetradesmus obliquus. Fonte:

acervo pessoal do autor, adaptado de Oliveira et al. (2021).

Em relacdo as proteinas, é importante ressaltar que as algas, em geral, sdo
responsaveis pela biossintese de aminoacidos essenciais nos ambientes aquaticos, que
s&o tradicionalmente explorados e utilizados na industria de alimentos (GARCIA et al.,
2012). Na literatura, sdo descritos, aproximadamente, 17 alfa-aminoacidos presentes em
T. obliquus, e o glutamato pode corresponder a maioria da composicdo desses

aminoacidos, conforme descrito na tabela 2.
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Aminoacido Polaridade Classificagéo Composicao — g/100 g de
biomassa
Alanina Apolar Né&o essencial 4,8a5,14
Arginina Bésico polar Né&o essencial 3,85a6,4
Acido aspartico  Acido polar N&o essencial 6,99a9,9
Cistina Apolar Né&o essencial 0,08a0,6
Glutamato Polar Né&o essencial 6,01 a10,8
Glicina Apolar Né&o essencial 2,92a5,8
Histidina Basico polar Essencial 1,86a2,9
Isoleucina Apolar Essencial 4,1a4,97
Leucina Apolar Essencial 544 a8,5
Lisina Basico polar Essencial 4,24 a7,4

Metionina Apolar Essencial 12a22

Fenilalanina Apolar Essencial 3,12a6,5
Prolina Apolar Né&o essencial 3,28a4,1
Serina Polar N&o essencial 2,72a3,2
Treonina Polar Essencial 2,95a3,2
Tirosina Polar N&o essencial 2,07a3,1
Valina Apolar Essencial 3,2a391

Tabela 2. Perfil de aminoacidos de Tetradesmus obliquus. Fonte: adaptado de

Oliveira et al. (2021).

Muitos hidrolisados proteicos de T. olbiquus, em especial os constituidos por

papaina e tirosina, apresentam propriedades farmacéuticas, como antioxidantes e

antivirais, e nesse contexto, Afify et al. (2018) avaliaram a acdo antiviral e antioxidante

de proteinas obtidas de T. obliquus, sendo essas submetidas a hidrdlise por 3 enzimas.
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As proteinas hidrolisadas pela papaina e tripsina induziram acéo oxidante baseada em
DPPH e ABTS, respectivamente, a 150 pg/mL. J& as que foram hidrolisadas por
papaina e pepsina, a 100 pg/mL, apresentaram atividade antiviral (CBV3) com inibicéo

de 66,2% e 57,6%, respectivamente.

Em relagdo as propriedades antimicrobianas, Ishaq et al. (2015) avaliaram a
atividade antibacteriana de pigmentos extraidos da biomassa de Scenedesmus sp. frente
a Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Salmonella sp. (ATCC 14028). O extrato foi
eficaz nos ensaios com Staphylococcus aureus,apresentando Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) a 0,08 mg/ml. Estudos realizados por Habibi et al. (2018) demonstraram
a acdo antibacteriana de varios extratos organicos obtidos da microalga Scenedesmus
dimorphus, sendo etanol, metanol, n-hexano e éter dietilico os solventes utilizados no
processo de extracdo. Constatou-se que em todos os métodos utilizados,a microalga foi
eficaz em testes frente a isolados Gram-positivos (Bacillus subtilis e Micrococcus
luteus) e Gram-negativos (Aeromonas hydrophila e Escherichia coli). Técnicas de
cromatografia gasosa (GC) atribuem a acao bactericida dos extratos de S. dimorphus a
compostos como terpenos, hidrocarbonetos e esteres.

Muitos desses compostos presentes em microalgas, no geral, ja foram previamente
descritos em ensaios antiparasitarios, e podem ser alternativas no que diz respeito a

novos alvos terapéuticos para a DC.

2.3.3 POSSIVEIS COMPOSTOS TRIPANOCIDAS PRESENTES NA BIOMASSA
DE MICROALGAS

Estudos prévios demonstram a presenca de taninos, fendis, terpenos, saponinas e
alcaloides em extratos aquosos e organicos de T. obliquus (BHUVANA et al., 2018;
ABDU et al., 2019; FERREIRA et al., 2022). No geral, esses compostos agem no T.
cruzi através da modificacdo de estruturas celulares, assim como na reducdo da
expressdo de metabdlitos essenciais do parasito. Fendis promovem o colapso da
membrana mitocondrial (PAIVA et al., 2018), alcaloides inibem a sintese de DNA
(GARRO et al., 2010), terpenos reduzem a expressdo de acetato e succinato, essenciais
no metabolismo do T. cruzi, e saponinas inibem a producdo da tirosina quinase, proteina
presente nos estagios replicativos do parasito (MACIAS et al., 2012).

Em relacdo as proteinas, Cavalcanti et al. (2021) e Silva et al. (2019) purificaram e

caracterizaram, bioquimicamente, lectinas a partir dos extratos aquosos de C. vulgaris e
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T. obliquus, respectivamente. Lectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos, e ja
existem relatos de lectinas, como a concavalina A, obtida de Canavalia ensiforms, que
comprometem o metabolismo dos tripanosomatideos através do ataque a porcdo N-
glicano da superficie do parasita (SERRANO et al., 2000). Levando em consideracdo as
atividades bioldgicas descritas a partir de microalgas, tais como antiparasitaria e
imunomoduladora, esses organismos representam alternativas viaveis para a terapia
chagésica, devendo serem melhor investigados quanto aos ensaios in vitro, in vivo,

principio ativo e mecanismo de acéo.
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Rezumo

O Benrmudarol (Bdz) @ a droza de escolha para o fratamento dz doenga de Chagas. Mo entanfo, o medicamento poszim
warios efattos colaterais, e o Tnpanesome crusi, agente sticlosico da doenga de Chagzas, pode ser mencs suscetivel 4
z¢do de drogas na faze crimica, devide 2o sen meatzbolizme redusido & domméncia nos tecidos. Assim, 2 utilizagdo de
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composto 2-immncfiazolidin-d-ona 18 for mais eficaz que o Bdz, afafando as formas amastizotas intracelulares atranés
de modificagic estrotural ne parasita, @ por imbig3o da cruzaina, sende considerado um composto promussor para a
terapia antichazasica

Palavras-chave: Tratamento alternatice; Dregas antichazdsicas; Benrnidazel; Amastizotzs infracelularss; Compostos
tizzchdimcos.

Resumen

El benzmadazol (Bdz) ez el firmacoe de eleccion para tratar |z anfermedad de Chagas. Sin embargo, el fimmace provoca
warios efectos secimdarios, v Trvpancsoma cruz:, el azente etiologice de la enfermedad de Chaza:, pueds zar menos
suzcephible a la zccion de los farmaceos an la fase cromica, debadoe a su metzbolizmo reducido v latenciz en los tepideos.
En esze contexto, el uzo de compuestos latzles para las formas de amastisote, que son frecusntes en la fazs cromicz da
la enfermedad de Chagas, 2= esencial para 2] exito de lz terapia. Propeonemo: evaluar, 2 fravés de wma revizion
sisternztica, lz eficacia de compusstos tizzolidimices v sus derivados de muidazohdinicos confra los amastizotes
mfracelnlarss de T. cruz, v comparar estos dados com los de Bdz. e realizd una busqueda sistemztica en oche baszes
de datos siztematicas en 1dioma mgles - Science Dhirect, Scopus, Pubmed, Google Schelar, LILACE, Sciele, Trp
Databazs v Cochrane, para recelectar estudios, sin escala de tempo. Los valores IC s, los efectos efotdmicos (CC0),
mndice de selectividad (T3e), el mecanizmo de accidn de cada compueste v |z duracion del fratamiento s inchiyveron en
esta revizion para evaluar la eficacia de cada compueste. El compusste 2-Imincthiazelidm-4-one 18 fue mas efective
que Bdz, va que afectd a los amastizotes mfracelulares zl realizar una modificacion sstructural en 2] parazito, asi come
mhubindo la crezaina, slendo un compusasto promisorio para la terapia antichagasica

Palabras clave: Trafamuentc altemativo; Fammacos anmtichasisicas; Benzmidazeole; Amachizotes mntracelulares;
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1. Introduction

Chazaz dizeasze (CD), or American frypanosoniiasis, = 2 neslectad fropical dizezze (NTD) cauzed by 2 hemoflazellate
protozoan Trparcsoma cruzi. The diseaze 13 enderme m 21 Latim American comntnes, and 6 - 7 mullion people m the world
are infectad (WEHO 20207, The mumber of cases of CD has been merezsms in Morth Amenica and Eurcpe, due to globalizzhion
{Liuat al. 2013, Requena-Mendez ot al. 2013). T erusi transmizzion occurs congenttally, via organ transplantation, orally, due
fo the inzestion of parasite-contaminatad food or drmke, or vectonally (WHO 20130

Climically, CD has acute and chronic phazss. The acute phazs is characterized by a high parasitzemia with circulating
frvpomastizotas, and 1= asymptomatic 1 most cazss. The acute phazs may ranges from being asvmptomatic to 2 severs
oresentation m <1% of caszes. such as fulmimant mvocarditis or menmsoencaphalitis (Weuns ot al. 20200 on the other hand.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywonde (hagas disease (CD) is comsed by the by 8 P Ty crusl. The control of the Infeetion
Chagas duse depends of the Innase and acg eune resg of host. W , €D plays a sigodti wale | the -
Wicromiges ustsets mune response, aod, in this coatext, miccnalgae can be aa g al due 1o Its dulatoey
;n ‘u. ot rypanocidal effecs. This study almed 10 evaluate, in Wi, Iinmenomodalamnry potentials of 18 sgueous

extracss of Chiorefie vulgarts and Taradsnus obiguis. Bath microalgee extraces (ME) wese obtalocd by sook-
cation, and the selectivity Index (SI) was & d by assays of Inh ¥ wtloa (IC5) in T. o
try pomastigotes ceS as well 25 the cytntogic concentrations (OC.0) in hasan periphenal mosoesciear cells
(PEMC). The immaene response was evaluated in T oui-dafoctod PEMC using the 35, valoe. ME led to inhibition
of T crusi try poaastigotss after 24 b of wrestment, i which the Mg values wese 1121 pg/md 10 C vulgens and
15.8 pg o loT. obdigues. On the othey hand, C wulgans did 2ot affect the viabillty of PEMCS jo concentrations
up to 1000 ux ml ', while T, obliguis was non-oxde 1o FEMCS in concentiations up to 253.44 g mi, 1
addition, 7. obliguus displayed a highes ST agales: T ot (ST = 16.8), when compared with C. vlgarts (ST - 8.9}
(' w@xm ﬂmcm mc levels of PN, ladicating a redection of the inflammatory process; while T. obligues

played an | g dulatory effect, since iy lacreased the levels of TNF and stimulated
1he prods of the anti-laf, y cytokine [L-10. This study confons thae ME are effective against T. crusl
uvpnm&zlgolc& and may able 1o contred the parssiesda and | ing the progress of CD whille dating the

Inflammatocy process.

. Introduction due to migs CD Is inc gly d d also in non.endemic
countries, which include European and .\nnh American countries [5].

Chagas disease (CD}, also known as American trypanosomiasis, is 3 In the lian bos, tr gotes forms of the parasite infect
neglected tropical disease (NTD) caused by the protozoan parasite Try- macrophages, fibroblasts and musde cells [6], and tums into intracel
panosoma cruzi. The disease is endemic in 21 Latin American countries, lular form, which are These iz will tum into
and according the World Health Organization (WHO), 8 million of tr that g < the cell rupture. and spread the infection

people are infected worldwide [1). Benzmidazole (Bdz) and Nifurtimox ~ in the host. (Juucnﬂv. €D has two clinical phases: acute and chmmc_
(NF) are the reference drugs available to the treatment of CD, hawever, Mast acute ind are and ts ch ized by
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RESUMO

Uma proteina com acdo tripanocida foi isolada a partir da microalga Tetradesmus
obliquus. Inicialmente, as células liofilizadas de T. obliquus foram dissolvidas em tampéo
Tris HCI (200 mM, pH 7,2), sendo misturadas e sonicadas em banho de gelo, com 20
pulsos de 1 minuto, e intervalo de 1 minuto entre cada pulso. O material lisado foi
centrifugado a 4500 xg, 4°C por 30 min, e o sobrenadante foi o extrato aquoso. O extrato
foi precipitado com diferentes niveis de sulfato de aménio (20 a 80%), dialisado em
tampao Tris HCI (20 Mm; pH = 7,2) por 18 horas a 4°C e testado frente a formas
tripomastigotas de T. cruzi. A fracdo de 20-40% (p/v) apresentou a maior atividade
tripanocida (89,6% de inibicdo a 60 pg/ml) e foi carregada em coluna DEAE-Sephadex
(AKTA avant 25, Suécia), sendo pré-equilibrada com 200 mM de tampé&o Tris HCI (pH
7,2) e a absorbancia monitorizada a 280 nm. Ambas as fracbes ndo adsorvidas e
adsorvidas foram reunidas, concentradas e dialisadas em tampéo Tris HCI (20 mM; pH =
7,2) por 18 horas a 4°C. Em concentracOes entre 4,68 e 150 pg/ml, a proteina de T.
obliquus foi avaliada quanto a atividade citotoxica, em células mononucleares periféricas

(PBMCs), bem como a atividade tripanocida, contra tripomastigotas de T. cruzi. A
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proteina de T. obliquus levou a sintese de tripomastigotas de T. cruzi, com valor de ICso
de 58,7 pg/ml. Por outro lado, a proteina ndo foi toxica para PBMC em qualquer
concentracdo avaliada, com valor de CCso > 150 pg/ml. Este estudo confirma que
proteinas derivadas de microalgas podem ser uma alternativa interessante para a terapia
da DC, uma vez que sdo eficazes contrao T. cruzi em baixas concentragdes e ndo afetam

a viabilidade das células humanas.

Palavras-chaves: Tetradesmus obliquus, proteina, atividade tripanocida.

INTRODUCAO

A doenga de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase americana,
é causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, que pode ser transmitido ao homem pela
acdo vetorial, transfusdo de sangue, ou alimentos contaminados (Monsalve-Lara et al.,
2021). A doenca é endémica em 21 paises latino-americanos, e a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) estima 8 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo (WHO, 2020).
O tratamento é limitado a apenas dois agentes: benzonidazol e nifurtimox, e ambos os

medicamentos sdo toxicos e pouco eficazes em pacientes cronicos (Morillo et al., 2015).

A busca de novos agentes terapéuticos para a DC é necessaria, devido as
limitacGes que ja existem na terapia convencional. Nesse contexto, as microalgas podem
ser uma alternativa interessante na busca de novos compostos tripanocidas, uma vez que
estes organismos produzem metabdlitos primarios e secundarios com propriedades
farmacéuticas, incluindo atividade antibacteriana, anti-hipertensiva, anticancerigena e
antiparasitaria (Amorim et al., 2022; Martinez Andrade et al., 2018; Silva-Junior et al.,
2019). A atividade tripanocida de microalgas ainda € inexplorada na literatura, porém,
alguns estudos relataram a atividade tripanocida de algumas espécies, que incluem

Tetradesmus obliquus e Chlorella vulgaris (Veas et al., 2020; Silva-Janior et al., 2023).

Tetradesmus obliquus é uma microalga que pode acumular quantidades
substanciais de macromoléculas, como lipidios, carboidratos e proteinas (Caprio et al.,
2014). Dependendo das condicGes de cultivo, 60% do peso seco de T. obliquus pode ser
constituido por proteinas (Breuer et al., 2013; Pignolet et al., 2013). Nesse contexto, Silva
et al. (2020) purificaram e caracterizaram uma nova lectina do extrato aquoso de T.

obliquus. Lectinas sdo proteinas fornecedoras de carboidratos com multiplas aplicagdes
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potenciais, e ja existem relatos, na literatura, da acédo tripanocida de lectinas (Serrano et
al., 2000)

Neste trabalho, uma proteina foi purificada a partir do extrato aquoso de T.
obliquus, por fracionamento salino e cromatografia de troca idnica. Além disso, foram
descritos, pela primeira vez, os efeitos citotoxicos e tripanocida de uma proteina

proveniente da biomassa de microalga.

MATERIAIS E METODOS
MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CULTURA

T. obliquus (SISGEN A5F5402) foi isolada no agude de Apipucos (Recife,
Pernambuco, Brasil) e cultivada em frascos Erlenmeyer de 1 L cada um contendo 400 ml
de meio BG-11 (Ripka et al., 2016) a 25,0 °C, e sob intensidade de luz continua de 52,0
umol fotons m? 1. Na fase exponencial de crescimento, a biomassa foi obtida por

centrifugacao, a 3500 xg, 4 °C por 15 min.

EXTRACAO DE PROTEINAS

As células liofilizadas de T. obliquus foram dissolvidas em tampéo Tris HCI (pH 7,2)
e submetidas a sonicacdo (Bandelin Sonopulus, Berlim, Alemanha), com 20 pulsos de 1
minuto, em banho de gelo (Chu et al., 2007). O extrato foi centrifugado a 2500 xg, 4 °C

por 30 minutos e sobrenadante foi o extrato aquoso de T. obliquus contendo proteinas.

ETAPAS DE PRECIPITACAO PROTEICA

O extrato aquoso de T. obliquus foi submetido ao fracionamento salino, pela adi¢do de
sulfato de amdnio em diferentes saturacdes, que foram 0-20%, 20-40%, 40-60% e 60-
80% (p/v). A proteina precipitada por centrifugacdo (2500 xg, 4°C, por 10 min) foi
dissolvida em 200 mM de tampao Tris HCI (pH 7,2) e dialisada em 20 mM do mesmo
tampdo por 27 h a 4°C (Silva et al., 2019). Posteriormente, foi avaliada a atividade

tripanocida de cada fracéo.
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PURIFICACAO PROTEICA POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A fragdo proteica de T. obliquus com maior atividade tripanocida foi submetida a
cromatografia de troca anionica, utilizando coluna DEAE-Sephadex (AKTA avant 25,
Suécia). A eluigéo foi realizada a uma vazao de 1 ml/min * e a absorbancia foi monitorada
a 215, 254 e 280 nm. As proteinas ndo ligadas foram eluidas com 200 mM de tampé&o Tris
HCI (pH 7,2) e as proteinas ligadas foram eluidas com o mesmo tamp&o com gradiente
de NaCl (0,0 — 1,0 M). Um total de 40 fracOes foram coletadas e os picos foram reunidos,
concentrados e utilizados para determinar as atividades citotoxica e tripanocida.

QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

O contetdo de proteina total (ug ml™) em T. obliquus foi medido pelo método de Smith
et al. (1985), utilizando o Kit de Ensaio de Proteina BCA (Kit de Ensaio de Proteina
BCATM, Thermo SCIENTIFIC).

ENSAIOS BIOLOGICOS

CULTIVO E OBTENCAO DE FORMAS TRIPOMASTIGOTAS DE Trypanosoma

cruzi

Inicialmente, os tripomastigotas criopreservados da cepa Y de T. cruzi (10’
tripomastigotas/ml) (Servico de Referéncia em Doenga de Chagas — SRDC) foram
descongelados em banho-maria a 37°C e centrifugados a 400 xg, 22°C por 10 min. O
pellet foi dissolvido em meio RPMI 1640 (SigmaTM) e distribuido em frasco de cultura
contendo células Vero, e incubado (37°C, 5% de CO3) por 7 dias.

ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE
PERIFERICO

A coleta de sangue foi realizada através do protocolo aprovado
(07511612.2.0000.5190) pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Aggeu
Magalhdes/Fundacdo Oswaldo Cruz. As PBMC foram obtidas de amostras de sangue
venoso periférico de 10 individuos saudaveis, 5 mulheres e 5 homens. PBMC (106

celulas/ml) foram tratadas com proteina de T. obliquus em diferentes concentragdes de
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proteina, que foram 400, 200, 100, 50,0 e 25,0 pug/ml. As placas foram incubadas a 37,0
°C, 5,0% de CO- por 24 h. A atividade de citotoxicidade foi realizada pelo método
colorimétrico MTT (MTT; brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) a
570 nm. DMSO foi o controle negativo e 0 meio RPMI 1640 foi o controle positivo
(Mosmann et al., 1983). A porcentagem de viabilidade celular foi determinada através da
equacéo:

Y -N)

% viabilidade celular = 1 —

onde Y é a absorbancia dos pocos contendo extratos aquosos de PBMC e T. obliquus; N

é o controle negativo e P o controle positivo.

ATIVIDADE TRIPANOCIDA

Apos o ciclo de infeccdo, os tripomastigotas foram isolados e contados em
hemocitdmetro Neubauer, com concentragdo parasitaria de 1 x 108 células/ml. A proteina
de T. obliquus foi avaliada em triplicata nas concentracfes de 62,5, 31,25, 15,6, 7,81 e
3,90 pg/ml em placas de microdiluicdo de 96 pocos. A microplaca foi incubada a 37,0
°C, 5,0% de COz por 24 horas, e a atividade tripanocida foi avaliada por quantificagio
direta dos parasitas em camara de Neubauer (Rashed et al., 2016), na qual a porcentagem

de lise do parasita foi determinada por comparacao do grupo controle e tratamento.

ANALISES ESTATISTICAS

As concentragdes citotoxicas (CCso) e a metade da concentracdo méxima (1Cso)
da proteina T. obliquus foram realizadas por curvas de regressao nao linear do software
GraphPad Prism 8.0 versdo Windows e do software estatistico ANOVA, sendo
considerado um valor de p < 0,1. significativo, com um indice de confianca de 90%. O
valor do Indice de Seletividade (1Se) foi determinado como a razdo entre CCso e 1Cso da

proteina extraida e purificada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ATIVIDADE TRIPANOCIDA DAS FRAC;()ES PROTEICAS DE Tetradesmus
obliquus.

Neste estudo, quatro fragdes proteicas de T. obliquus foram obtidas por precipitacéo
com sulfato de aménio (0-20, 20-40, 40-60 e 60-80% m/v). A proteina fracionada com
20-40% (p/v) de sulfato de amonio exibiu a maior atividade tripanocida, inibindo 89,6%

da viabilidade dos tripomastigotas a 60 pug/ml (Tabela 3).

FracGes dos niveis de saturacdo de Inibicdo de tripomastigotas (60 pg/ml)
sulfato de aménio (%)

0-20% 83.33
20-40% 89.65
40-60% 68.69
60-80% 8.18

Tabela 3. Andlise quantitativa da atividade tripanocida de proteinas precipitadas com sulfato de
amonio de T. obliquus a 60 pg/ml.

A literatura relata uma correlacdo existente entre o precipitante de saturacdo e a
massa molecular da proteina. Concentracdes de saturacdo mais altas precipitam proteinas
de maior massa molecular, e concentracdes de saturacdo mais baixas precipitam proteinas
de menor massa molecular (Kuwano et al., 2005). Neste estudo, a atividade tripanocida
relativamente maior foi observada em proteinas de T. obliquus fracionadas com 20-40%

de sulfato de amdnio, sugerindo que esta proteina pode ser de menor massa molecular.
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PURIFICACAO DA PROTEINA DE Tetradesmus obliqguus ATRAVES DE
CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A fracdo proteica obtida com saturagdo de 20-40% (p/v) foi utilizada para
purificacdo em cromatografia de troca ibnica (&nion) DEAE-Sephadex. 40 fracdes
proteicas (1 ml) foram coletadas da coluna eluida com 200 mM de tampé&o Tris HCI (pH
7,2) com gradiente linear de NaCl (0,0 — 1,0 M). O processo resultou em um unico pico
de proteinas ndo adsorvidas, bem como um Unico pico de proteinas adsorvidas (Figura
14), no qual o Unico pico de proteinas adsorvidas apresentou atividade tripanocida. O
resumo da purificacdo proteica de T. obliquus é mostrado na tabela 4.

= UYL B0 CHreLINETOCO ANX FE ANONICA TR 881,

Figura 11. Padrédo de elui¢do da proteina Tetradesmus obliquus durante cromatografia de troca

anidnica em DEAE-Sephadex.
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Amostras Quantidade Rendimento (%)
total de
proteinas

(mg/ml)
Extrato aquoso 2.16 100
Precipitacdo com sulfato de aménio (0-20%) 0.64 29.61
Precipitacdo com sulfato de aménio (20-40%) 1.21 56.21
Precipitacdo com sulfato de aménio (40-60%) 0.59 27.68
Precipitacdo com sulfato de aménio (60-80%) 0.16 7.52
Coluna DEAE Sephadex 0.319 14.76

Tabela 4. Resumo da purificagdo proteica a partir do extrato aquoso de T. obliquus com

atividade tripanocida.

Em geral, as proteinas de microalgas tém um potencial significativo para serem
uma fonte proteica alternativa devido a presenca de todos os aminoacidos essenciais (Safi
et al., 2017). Neste estudo, uma proteina foi purificada a partir do extrato aquoso de T.
obliquus usando ruptura celular por sonicacdo, fracionamento salino por sulfato de

amonio, e cromatografia de troca idnica.

A cromatografia de troca idnica utiliza a diferenca entre a carga das proteinas para
promover suas separacdes, portanto, moléculas ionizaveis, tais como proteinas, acidos
nucléicos e peptideos podem ser obtidas por esta técnica (Carling et al., 2020). Estudos
anteriores relataram que a cromatografia de troca ibnica pode ser uma alternativa
interessante na purificacdo de proteinas derivadas de microalgas. Nesse contexto,
Cavalcanti et al. (2021) purificaram uma lectina no extrato aquoso de C. vulgaris que
mata larvas de Aedes aegypti; e Silva et al. (2019) purificaram uma lectina no extrato
aquoso de T. obliquus, tanto por combinacdo de precipitacdo salina quanto por

cromatografia de troca idnica utilizando DEAE-Sephadex, semelhante a este estudo.

ATIVIDADE CITOTOXICA E TRIPANOCIDA DA PROTEINA DE Tetradesmus
obliquus.
As atividades citotoxicas e tripanocida da proteina T. obliquus sdo mostradas nas

figuras 15 e 16, respectivamente.
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Figura 12. Efeitos da proteina de Tetradesmus obliquus (CC50 > 150 ug/ml) na viabilidade de

células mononucleares do sangue periférico (PBMCs).
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Figura 13. Efeitos da proteina de Tetradesmus obliquus (ICso = 58,7 pg/ml) na viabilidade de

formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi.

Em PBMC humanas, a proteina de T. obliquus ndo afetou a viabilidade celular em
nenhuma concentracao avaliada. Por outro lado, este estudo descreve, pela primeira vez,
a atividade tripanocida de uma proteina derivada de microalgas. A proteina de T. obliquus
foi capaz de inibir formas tripomastigotas de T. cruzi nas concentragdes mais elevadas,
que foram 150 e 75 pg/ml, e apresentou 1Cso no valor de 58,7 pg/ml, sendo um alvo
terapéutico promissor para a DC. Estudos sobre a atividade tripanocida de proteinas
naturais sdo poucos relatados na literatura. Foi observado, no entanto, o estudo de Serrano

et al. (2000), em que a proteina Concavalina-A € letal para as formas pré-ciclicas do
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Trypanosoma brucei, anexando N-glicanos na superficie do parasita. Por outro lado,
Varios compostos derivados de microalgas sdo conhecidos pelos seus efeitos anti-T. cruzi,

dentre eles os alcaldides e terpenos.

Sabe-se que esses compostos modificam a estrutura celular e reduzem a expresséo
de metabdlitos essenciais do T. cruzi, como os polifendis que promovem o colapso do
potencial de membrana mitocondrial (Paiva et al., 2018); alcal6ides que inibem a sintese
de DNA do T. cruzi (Garro et al., 2020); e terpenos que induzem a vacuolizacdo e
dilatacdo do cinetoplasto (Macias et al., 2012).

CONCLUSOES

Uma proteina com atividade tripanocida foi obtida através do extrato aquoso de T.
obliquus pela combinacgéo de precipitacdo salina e cromatografia de troca idnica. A fracao
proteica com maior atividade tripanocida foi carregada em coluna DEAE-Sephadex, onde
foi obtido um dnico pico de proteinas adsorvidas e um Unico pico de proteinas nao
adsorvidas. Ambos os picos foram avaliados quanto a atividade citotoxica e tripanocida,
sendo que apenas o pico ndo adsorvido foi eficaz contra tripomastigotas de T. cruzi, sem
efeitos colaterais as PBMC humanas. Este estudo confirma, portanto, que proteinas
derivadas de microalgas podem ser um alvo terapéutico interessante para a doenca de

Chagas.
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4. CONCLUSAO

No que diz respeito as novas perspectivas terapéuticas para a DC, os extratos das
microalgas Chlorella vulgaris e Tetradesmus obliquus apresentaram dados promissores.
Primeiramente, a auséncia de efeitos citotoxicos significativos para células humanas e
efetividade contra tripomastigotas de T. cruzi em baixas concentragdes. Além disso, C.
vulgaris e T. obliquus estimularam discretamente o recrutamento de TNF, citocina pré-
inflamatoria, que desencadeia mecanismos letais ao parasita. C. vulgaris também
diminuiu o processo inflamatério mediante a reducéo da expressdo de IFN-y, e T. obliquus
estimulou uma das mais importantes citocinas anti-inflamatdrias, que foi a IL-10. Outro
avanco significativo deste estudo consistiu na obtencdo de uma molécula ativa contra T.
cruzi, que foi a proteina purificada a partir do extrato aquoso de T. obliquus. A proteina
em questdo também ndo apresentou toxicidade para células humanas, ao mesmo tempo
em que comprometeu a viabilidade celular de tripomastigotas em baixas concentracoes.
O estudo comprova, portanto, as vantagens na utilizacdo de microalgas na prospeccao de

novos alvos terapéuticos para tratar pacientes acometidos pela DC.
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