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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) € uma doenca parasitaria que tem como agente etioldégico
o Trypanosoma cruzi. A cardiopatia chagasica € um importante acometimento da
infeccdo pelo T. cruzi e pode manifestar quadros graves de insuficiéncia cardiaca com
evolucdo para morte subita. Além da etiologia parasitaria, outras séo ainda as causas
gue podem acarretar no desenvolvimento de doencas cardiovasculares com sinais de
insuficiéncia cardiaca, tal como consumo da dieta hiperlipidica e o processo
inflamatorio corroborado pelas dislipidemias. Dessa forma o objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica sobre a infeccado experimental pelo
T. cruzi. O peso corporal e a ingestdo alimentar foram aferidos semanalmente. A
parasitemia foi monitorada diariamente na fase aguda da infeccdo e parametros
bioguimicos foram avaliados mensalmente por um periodo de 3 meses de infeccao.
Para avaliacGes histopatologicas, fragmentos do tecido adiposo e do tecido muscular
cardiaco foram coletados apds eutanasia dos animais. Os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (protocolo n? 043/2015). A dieta hiperlipidica
propiciou reducéo da parasitemia na fase aguda da infec¢do (p<0,05), elevacado do
peso corporal principalmente no grupo nao infectado e alimentado com dieta
hiperlipidica, reducéo da ingestédo alimentar média e elevagdo dos teores séricos de
colesterol total a partir do 1°més de infec¢ado (p<0,05). Foram ainda verificados uma
maior hipertrofia do tecido adiposo (p<0,001) nos animais nao infectados alimentados
com dieta hiperlipidica, e um aumento de células inflamatérias no tecido muscular
cardiaco (p<0,001) acompanhando os elevados niveis séricos de citocina TNF-alfa
dos animais infectados que consumiram dieta hiperlipidica. Esses resultados
demonstram que o elevado consumo lipidico acarretou em hipertrofia do tecido
adiposo e manutengédo do processo inflamatorio cardiaco.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Dieta hiperlipidica, Cardiopatia chagasica



ABSTRACT

Chagas disease (DC) is a parasitic disease with the etiological agent Trypanosoma
cruzi. Chagasic heart disease is an important infection of T. cruzi infection and can
manifest severe cases of heart failure with evolution to sudden death. In addition to the
parasitic etiology, others are also the causes that can lead to the development of
cardiovascular diseases with signs of heart failure, such as consumption of the
hyperlipid diet and the inflammatory process corroborated by dyslipidemias. Thus, the
objective of the present study was to evaluate the effects of the hyperlipidic diet on T.
cruzi experimental infection. Body weight and food intake were measured weekly. The
parasitemia was monitored daily in the acute phase of infection and biochemical
parameters were evaluated monthly for a period of 90 days of infection. For
histopathological evaluations, fragments of adipose tissue and cardiac muscle tissue
were collected after euthanasia of the animals at 90 days of infection. The experimental
procedures were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals of the
Federal University of Espirito Santo (protocol no 043/2015). The hyperlipidic diet led
to a reduction of parasitemia in the acute phase of infection (p <0.05), elevation of body
weight mainly in the uninfected group and fed a hyperlipid diet, reduction in mean
dietary intake and elevation of serum total cholesterol levels Infection (p <0.05).
Increased adipose tissue hypertrophy (p <0.001) in uninfected animals fed a
hyperlipidic diet, and an increase in inflammatory cells in the cardiac muscle tissue (p
<0.001) following the elevated serum levels of TNF-alpha cytokine in animals Infected
individuals who consumed a hyperlipidic diet. These results demonstrate that the high
lipid consumption resulted in hypertrophy of adipose tissue and maintenance of the
cardiac inflammatory process.

Keywords: Trypanosoma cruzi, High-fat diet, Chagas heart disease
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Adoenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) é uma zoonose causada por um protozoario
denominado Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909), um protozoario flagelado que é
transmitido ao ser humano pelas fezes dos triatomineos vetores da familia
Reduviidae, vulgarmente, popularmente conhecidos como “barbeiros” (WHO, 2008).
Diferentes espécies de animais silvestres e domésticos sdo considerados
reservatorios do parasito nos ciclos silvestre, peridoméstico e doméstico (MACEDO;
JUNIOR, 2004).

A infeccdo chagasica € um problema de saude publica e de acordo com a
Organizacdo mundial de saude (OMS) (2015), aproximadamente 7 milhfes de
individuos que habitam desde o Chile e Argentina até o sul dos Estados Unidos
encontram-se infectados pelo T. cruzi. A doenca de Chagas apresenta uma
mortalidade anual de aproximadamente 12.500 individuos e a OMS (2010) estimou o
surgimento de 300 mil novos casos/ano da doenca de Chagas entre 2007 a 2010.
Segundo o Ministério da Saude (MS) (2010) no Brasil foram notificados cerca de 690
casos de doenca de Chagas aguda em 2010.

A transmissado vetorial é a principal forma de transmissao do T. cruzi ao ser
humano, responsavel pela endemicidade da doenca de Chagas no continente
americano. Ocorre por meio do contato com as fezes de triatomineos infectados e
consequente penetracdo das formas tripomastigotas metaciclicas infectantes em
areas de continuidade da pele do hospedeiro (OMS, 2002; MS, 2005). Transmissdes
secundéarias do parasito como a transfusional, transplacentaria (congénita), por
transplante de 6rgdos e tecidos de pacientes infectados, acidentes de laboratorio e
aleitamento materno, possuem menor relevancia epidemiolégica (MS, 2005; DIAS,
2001). A transmissao vetorial do parasito para um hospedeiro vertebrado ocorre
guando apos o repasto sanguineo pelo vetor infectado o mesmo defeca no local e a
forma infectante tripomastigota metacilica presente nesses dejetos penetra no
hospedeiro. O T. cruzi na sua forma tripomastigota metaciclica € capaz de infectar o
hospedeiro vertebrado, e uma vez no interior celular transforma-se na forma

amastigota, que se divide por fissdo binaria e libera na circulagao sanguinea as formas
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tripomastigotas sanguineas. Por sua vez, em hospedeiros invertebrados o T. cruzi
inicia seu ciclo quando o inseto vetor durante o repasto sanguineo em hospedeiros
vertebrados infectados ingere conjuntamente as formas tripomastigotas sanguineas
infectantes, dando assim continuidade ao ciclo biolégico (Figura 1) (NELSON;
COUTO, 2006).

No inseclo 0 O insecto pica ¢ defeca a0 reesmo tempo. O o Os tnpomastigotas rvaderm oélulas onde se
Barbewo tripormastigota passa & ferida nas fezes transformam em amastigotas
g, » N
f L'Q-f—\-- l/\ No Ser Humano
Tranformam.se em tnpomastigotas A C\

© Os axoastigotas
Os tripanossomas entio  rultiplicara-ge dentro das

Z

Multiphcarn-se

(7] irevadern novas células e C6lulas assexuslmente
Trpanomastigotas regales diferentes do
SANgUINAOS corpo que urvadem e onde

se multiphcam como
amastigotas

s30 absorvidos por
Oncrvo msecto em
Transformam se e nova picada
epumatigota no

intestine do nusecto Qi\

A\ ~Estigo infacciose 5>

: > o Og amastigotas traraformarn-se em
A~ Estigio diaxgnéstico tnipomastigotas ¢ destroern a célula

saindo para o sangue

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: CDC.

Atualmente com um maior controle da transmisséo vetorial da doenca de Chagas
no Brasil a transmissdo oral de T. cruzi vem ampliando a sua relevancia
epidemioldgica, em especial nos contextos da Regido Amazodnica (COURA, 2015).
Essa via de transmissdo ocasionada pelo consumo de alimentos que sao
contaminados pelos dejetos do vetor é um desafio atual ao controle epidemiol6gico
da doencga, uma vez que varios casos estdo sendo reportados, como aqueles
vinculados ao fruto da palmeira de acai como uma fonte comum de contaminag&o
presente na Floresta Amazoénica (OMS, 2015). Casos agudos de transmisséo oral
foram relatados no Brasil e na Venezuela respectivamente decorrentes da ingestao
de caldo de cana-de-agucar e suco de goiaba, ambos contaminados com fezes de
triatomineos infectados pelo T. cruzi (CLAYTON, 2010; MS, 2005). No periodo de
1965 a 2009, foram registrados 8 surtos fora da regido amazobnica brasileira,
totalizando 106 casos. Destaca-se o0 surto de doenca de chagas pela transmissao oral
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ocorrido em Navegantes, na cidade de Santa Catarina em 2015, infectando 24
individuos e levando a 3 o6bitos apos a ingestdo de caldo de cana contaminado
(FERREIRA et al. 2014). Uma vez infectado pelo T. cruzi, pode ser reconhecido no
individuo a presenca de dois estagios da doenca de Chagas: a fase aguda e a fase
cronica. A fase aguda, quando aparente, corresponde aos fendbmenos clinicos que se
estabelecem nos primeiros dias ou meses da infeccdo inicial, podendo ser
diagnosticada pelo encontro de formas tripomastigotas no sangue periférico (COURA,
2007).

As manifestacdes gerais da fase aguda, quando presentes, sdo geralmente
associadas a febre (pouco elevada), mal-estar geral, astenia, cefaleia, anorexia,
edema, hipertrofia de linfonodos (VERONESI; FOCACCIA, 2002). Casos mais graves
podem ser verificados na fase aguda, até mesmo com deteccdo de mortalidade em
aproximadamente 10% das criancas infectadas menores de dois anos de idade que
evoluem com manifestacdes clinicas de meningoencefalite e insuficiéncia cardiaca
(COURA, 2007). A fase aguda tem duracao de aproximadamente trés a oito semanas,
e em seguida o paciente evolui para fase cronica.

A fase crbnica é caracterizada por escassez de parasitos no sangue e apresenta
as seguintes formas clinicas: forma indeterminada, cardiaca e digestiva. A forma
indeterminada € mais frequente e é caracterizada por auséncia de sintomas aparentes
(VERONESI; FOCACCIA, 2002, RODRIGUES; CASTRO, 2002). A forma cardiaca é
considerada a mais importante pelo impacto de morbimortalidade, podendo ser
sintomética ou ndo; e também por causar grande impacto médico-social, acarretar em
perda de produtividade, impedimento ao trabalho e demandar elevados custos com
tratamentos e cirurgias cardiovasculares (VERONESI; FOCACCIA, 2002,
RODRIGUES; CASTRO, 2002) Por sua vez, a forma digestiva pode afetar a degluticéo
ao ocasionar regurgitacdo dos alimentos ingeridos, disfagia, solucos e salivacéo
aumentada, resultando na dificuldade em se alimentar comumente evidenciada nos
pacientes com quadros clinicos evolutivos de megaesotfago. Cerca de um terco dos
individuos podem desenvolver dilatagdo do trato gastrointestinal e distdrbios motores
gastrointestinais, como acalasia da cardia, disturbios de esvaziamento gastrico,
alteracdes no transito intestinal e alteragbes motoras do coélon e vesicula biliar,

podendo corroborar com a causa das deficiéncias nutricionais que podem estar
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presentes em ambos os quadros clinicos de megaeséfago e megacoélon (VERONESI,
FOCACCIA, 2002; RODRIGUES; CASTRO, 2002; BOYCE, BAKNEET, 2005).

As formas clinicas da fase crénica da doenca de Chagas sdo consequéncias de
uma associagao prolongada entre o parasito e o hospedeiro vertebrado, a qual pode
acarretar um processo de inflamacéao e fibrose na musculatura cardiaca, dilatacdo do
esb6fago ou célon e anormalidades no sistema nervoso central (MONCAYO, 1999;
TAFURI, 1987). Para todas as manifestacdes clinicas da doenca na fase crénica, ndo
existe um tratamento seguro e eficaz. O farmaco disponivel e utilizado no Brasil é o
benzonidazol, recomendado pela Fundacdo Nacional da Saude, porém apresenta
baixa eficacia na fase crénica (ANDRADE et al., 1996; RASSI, 1982; RODRIGUES,
CASTRO, 2002). Esse medicamento possui ainda efeitos colaterais importantes,
particularmente dermatites por hipersensibilidade, polineurite e depressao da medula
O0ssea (PEREIRA, 1991; PONTES et al., 2010). Diante dessas limitacdes
guimioterapicas, permanece atualmente a busca de opcdes terapéuticas para
melhorar o prognéstico e a qualidade de vida dos pacientes chagasicos cronicos,

principalmente aqueles que evoluem clinicamente para a forma cardiaca.

1.2 A cardiopatia chagasica

A cardiopatia chagasica cronica (CCC) é a principal apresentacao clinica da
doenca de Chagas, responsavel pela maior morbimortalidade entre os pacientes que
manifestam formas clinicas sintomaticas na fase cronica da infec¢do (PRATA, 2001).
A morbimortalidade da CCC é relacionada tanto com a elevada frequéncia de sua
ocorréncia verificada entre os pacientes chagasicos crénicos, quanto a gravidade da
evolucdo clinica que pode se manifestar por fibrilacdes atriais, tromboembolismos,
arritmias, bloqueios de conducao, faléncia cardiaca e morte subita (BIOLO et al., 2010;
ROCHA et al., 2003).

Na fase aguda pode ser possivel encontrar 90% dos individuos sintomaticos com
danos cardiacos, a depender principalmente de fatores associados a genética do
parasito e resposta imunolégica do hospedeiro. Esse encontro de danos cardiacos
iniciais na fase aguda é relacionado a um pior progndstico para a evolucado cronica da
patologia chagasica e forma clinica cardiaca na fase cronica (PARADA et al., 1997).

Entre os individuos infectados na fase crénica, cerca de 10% a 40% apresentam

sinais clinicos evidentes do envolvimento cronico de varios 6rgaos, principalmente o
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envolvimento cardiaco (PRATA, 2001). Essa variedade na frequéncia de
manifestacdes clinicas associadas ou ndo as disfuncbes cardiacas pode ocorrer
devido principalmente a caracteristicas correspondentes ao parasito, como a
variabilidade genética entre as cepas e seus diferentes perfis de tropismo tecidual. Em
estudos prévios com camundongos inoculados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi foi
observado predominio de tropismo para células cardiacas e esqueléticas (TAFURI,;
BRENER ,1966). De modo semelhante, a cepa Colombiana do T. cruzi também
demonstrou tropismo muscular cardiaco e esquelético em camundongos (FEDERICI
et al., 1964). Outras caracteristicas variaveis relativas a genética do parasito podem
ainda culminar em altos picos de parasitemia, elevada viruléncia e antigenicidade
conforme o tamanho do in6culo (MOREIRA, 2009; DIOGENES, 2012).

Por outro lado, caracteristicas do hospedeiro, como idade, sexo, o perfil da
resposta imune e seu estado nutricional, podem também ser capazes de influenciar
na evolucdo das diferentes manifestacdes clinicas sintomatolégicas da doenca de
Chagas (DIAS, 2000; ANDRADE, ZICKER, 1995). Nesse contexto, Goto (2012) ao
avaliar a influéncia da desnutricao do hospedeiro sobre a evolugéo da infecgcdo aguda
pelo T. cruzi, verificou que as grandes perdas energéticas geradas pelo
hipercatabolismo decorrente da infeccdo foram sinergicamente associadas a
desnutricdo no favorecimento de uma maior agdo do parasito no organismo
hospedeiro.

Ainda com relacdo ao estado nutricional do hospedeiro, alguns estudos ja tém
sido realizados para avaliar a possibilidade de elevacédo do risco de morte cardiaca
cronicas ndo transmissiveis, como obesidade, aterosclerose, hipertensao arterial e
diabetes mellitus (HIDRON et al., 2010; MARTINS-MELO et al., 2012). Entretanto,
poucos sao os trabalhos que buscam elucidar a participacdo dos achados
inflamatorios desencadeados pela obesidade na patogénese da cardiopatia chagasica
cronica.

Mesmo diante a necessidade de maior esclarecimento dos mecanismos
patogénicos que acarretam no envolvimento cardiaco crénico, muitos estudos revelam
que a infeccdo pelo T. cruzi provoca uma intensa resposta pré-inflamatéria sistémica
em varios 6rgaos, incluindo o coracdo. De acordo com Dhiman et al., (2013), a

disfuncdo cardiaca esta associada com uma extensa remodelagéo tecidual causada
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pelo processo inflamatorio resultante da infeccdo e consequente fibrose em areas
prévias de tecido muscular cardiaco.

Contudo, maiores elucidagbes dos mecanismos envolvidos na patogénese da
doencga de Chagas crbnica ainda sdo necessarias. Dada a importancia da resposta
imunologica para o desenvolvimento da miocardite difusa decorrente de miocitolises
e fibroses reparativas, € plausivel pensar que o perfil da resposta imune possa estar
relacionado com a evolucgédo clinica da doenca. Ferreira et al., (2003) demonstraram a
associacdo dos niveis mais elevados da citocina TNF-alfa em pacientes com
cardiopatia chagasica crbnica e significante disfuncéo do ventriculo esquerdo, quando
comparados com pacientes na forma indeterminada da infec¢do. Santos et al., (2012)
relataram uma elevagdo de citocina inflamatéria TNF-alfa e diminuicdo dos niveis
séricos da citocina regulatéria IL-10 de acordo com a evolugéo da disfungéo sistélica
verificada na doenca de Chagas experimental no modelo canino. Neste sentido, é
ainda necessario melhor elucidar a influéncia do potencial pré-inflamatério do tecido

adiposo sobre a patogénese da cardiopatia chagéasica crénica.
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1.3 Dieta hiperlipidica e cardiopatias

A doenca cardiovascular € uma das principais causas de morbidade e
mortalidade, e estudos epidemioldgicos associam a composi¢cdo da dieta aos seus
principais fatores de risco. As significativas mudancas nos habitos alimentares durante
esse século, tém sido marcadas pelo aumento do teor de lipideos da dieta, sendo um
fator primordial para a ocorréncia de obesidade (CHEIK, 2005).

Concomitante a mudanca de habitos alimentares aumenta-se a incidéncia de
doencas cardiovasculares e metabodlicas na populacdo mundial e sua maior
prevaléncia em individuos obesos tem chamado atencéo dos profissionais da area de
saude (ROSINI et al., 2012). A obesidade resultante de estados continuos de elevada
ingestao de nutrientes concomitante a baixos niveis de gasto energético acarreta no
aumento do tecido adiposo pela hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos (MEYER et
al., 2013). A hipertrofia do tecido adiposo tem sido associada a disfuncdo dos
adipdcitos pela elevagdo na secregdo de citocinas pro-inflamatérias e maior risco de
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (WEYER et al., 2000; SKURK et al., 2007;
MEYER et al., 2013). Os adipdcitos, células de acondicionamento lipidico, contribuem
para a patogénese da diabetes, obesidade e sindrome metabdlica (RAJALA et al.,
2003) a secrecdo de seus produtos tem sido implicada em muitos processos
fisiolégicos (NAWROCKI, SCHERER, 2005; ATTIE, SCHERER, 2009). Até
recentemente, o tecido adiposo era considerado um simples compartimento de
armazenamento para os triglicerideos. No entanto, os adipdcitos sdo células
enddcrinas ativas que desempenham papel central na homeostase energética global
e sao importantes contribuintes para alguns aspectos do sistema imunoldgico
(HALBERG et al., 2008). Os adipdcitos sdo potencialmente capazes de influenciar a
homeostasia do metabolismo energético pela producdo e liberacdo de fatores
hormonais especificos e mediadores inflamatorios, como citocinas, quimiocinas e
adipocinas (NAGAJYOTHI et al.,, 2011). Pouca atencédo tem sido dada ao tecido
adiposo e aos adipdécitos no contexto das doencas infecciosas e entre essas a doenca
de Chagas; contudo o grande potencial pré-inflamatério do tecido adiposo sugere que
este possa ter um importante papel na elaboracdo da resposta imune inata
(DESRUISSEAUX et al., 2007). A ingestéao de alimentos hiperlidicos desempenha um
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papel importante na regulacdo sistémica e nos niveis lipidicos, desempenhando
também func¢des na adipogénese e lipogénese. As recentes mudancas na dieta, e o
aumento da obesidade em regibes endémicas para a doenca de Chagas sé&o
susceptiveis aos efeitos significativos sobre a interacdo do parasito com o individuo
hospedeiro agravando ainda mais a epidemiologia das doencgas cardiovasculares
(NAGAJYOTHI et al., 2014).

A dieta hiperlipidica permite uma maior ingestdo energética, uma vez que o
lipideo € o macronutriente que possui maior densidade energética. Dessa forma,
sugere-se que a alta prevaléncia de obesidade esta ligada ao consumo de alimentos
industrializados e, consequentemente, hiperlipidicos (ROSINI et al., 2012).

Ja foi bem estabelecido na literatura que a quantidade e o tipo de gordura
alimentar exercem influéncia direta sobre fatores de risco cardiovascular, tais como a
concentracdo de lipideos e de lipoproteinas plasmaticas. O estudo Interheart
identificou trés padrbes alimentares distintos apds avaliar a dieta de individuos de 52
paises, denominados, respectivamente, dieta oriental (rica em proteinas vegetais),
dieta ocidental (rica em gordura) e dieta prudente (rica em frutas e hortalicas) onde
encontraram aumento de risco para infarto agudo do miocardio de aproximadamente
30% na populacéo que segue a dieta ocidental e a associacao inversa foi obtida com
0 consumo de dieta denominada prudente (IQBAL et al., 2008).

Contudo, o papel dos lipideos sobre a patogenia da doenca de Chagas ainda
ndo estd totalmente elucidado e verifica-se a necessidade de um maior
esclarecimento sobre os efeitos do consumo de dieta hiperlipidica sobre o processo
inflamatério na cardiopatia chagasica.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o impacto do consumo de uma dieta hiperlipidica sobre a evolugcédo da

cardiopatia chagasica em camundongos experimentalmente infectados pelo T. cruzi.

2.1 Objetivos especificos

1. Avaliar a influéncia da dieta hiperlipidica sobre o0s niveis de parasitemia

causada pelo T. cruzi na fase aguda da infeccéo.

2. Avaliar a influéncia da dieta hiperlipidica sobre a evolucdo dos parametros
bioguimicos, durante as fases aguda e crénica da infeccdo causada pelo T. cruzi.

3. Avaliar a influéncia da dieta hiperlipidica e da infeccdo pelo T. cruzi na
hipertrofia do tecido adiposo e sobre o processo inflamatério no tecido muscular

cardiaco.
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3. METODOLOGIA

3.1 Delineamento Experimental

24 camundongos Swiss
21 dias de vida

L

Infectado: 12 animais controles
infectados com T. cruzi.

Mo Infectado: 12 animais controles
ndo infectados com T. cruzi.

6 camundongos 6 camundongos

Dieta Padrio

6 camundongos 6 camundongos

Dieta Padrdo

Dieta Hiperlipidica

Dieta Hiperlipidica

Caracterizacio

Cinética dos L Histoldgica do
Massa corporal e arimetros Parasitemia na tecido mguscular
ingestdo alimentar paramet fase aguda : :

bioquimicos cardiaco e tecido

adiposo

Figura 2 . Delineamento Experimental do estudo

3.2 Animais

Foram utilizados 24 camundongos Swiss, fémeas, com 21 dias de vida e peso
aproximado de 20g, provenientes do Biotério da Universidade Federal do Espirito
Santo.

Os animais foram subdivididos em quatro grupos experimentais: (1) seis animais
controles néo infectados e alimentados com dieta padréo, (2) seis animais infectados
com a cepa Berenice-78 do T. cruzi e alimentados com dieta padrao, (3) seis animais
controles ndo infectados alimentados com dieta hiperlipidica e (4) seis animais
infectados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi e alimentados com dieta hiperlipidica.

Os animais foram agrupados separadamente em quatro gaiolas de polipropileno, em
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sala fechada, com temperatura controlada a 22° C + 2° C, em um ciclo 12 horas
claro/escuro, recebendo racdo e agua ad libitum. A massa corporal dos animais e a
ingestdo alimentar foram avaliadas semanalmente durante o todo o periodo

experimental.

3.3 Infeccao

A infeccdo chagasica experimental no modelo murino ocorreu com a utilizacéo
da cepa Berenice-78 do T. cruzi, classificada como T. cruzi Il. Essa cepa foi isolada,
por meio de xenodiagndéstico, da paciente Berenice no Brasil em 1978. Este foi o
primeiro caso clinico humano descrito da doenca de Chagas. (VELOSO et al., 2001).

A infeccdo dos animais pelo T. cruzi foi realizada via intraperitoneal com um
inoculo de 5 x 102 tripomastigotas/0,1mL de sangue.

A parasitemia foi avaliada diariamente na fase aguda da infeccao, utilizando-se
5ul de sangue fresco entre lamina e laminula, coletadas pela veia caudal dos animais
e examinado ao microscopio 6ptico. A quantificacdo das formas tripomastigotas

sanguineos foi realizada de acordo com a técnica descrita por Brener (1962).

3.4 Dieta

Os animais foram submetidos a ingestdo de dieta padrdo comercial para
camundongos ou a dieta experimental hiperlipidica.

A dieta padrédo utilizada consistiu de racdo comercial para ratos, da marca
Primor®. A composicdo centesimal da dieta encontra-se demostrada na Tabela 1 de
acordo com o fabricante, totalizando 20,72 kcal/dia. Ja a dieta hiperlipidica foi
constituida de mistura de alimentos hiperenergéticos seguindo a proporcao: 15g de
racao padréao, 10g de amendoim torrado, 10g de chocolate ao leite e 5g de biscoito de
amido de milho. Estes ingredientes foram triturados e misturados,
formando pellets,ofertados aos animais, fornecendo 31,89kcal/dia, estimando a
ingestdo média de cada animal como sendo 6,24 g/dia.

A dieta experimental foi baseada em Estadella et al. (2004), e todo o
procedimento de fabricacdo dessa dieta foi realizado pela empresa Pragsoluctes

Biociéncias.
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Tabela 1. Andlise da composicdo centesimal (%) das dietas ofertadas no experimento / 100g)

NUTRIENTES DIETA HIPERLIPIDICA DIETA PADRAO
Lipideos 20% 4%
Proteinas 20 % 23%
Carboidratos 48% 51%
Fibras 4% 4,5%
Umidade 8% 17,5%

3.5 Avaliacédo bioquimica

Os parametros bioquimicos de colesterol total, glicose sérica e LDL-colesterol
foram cineticamente avaliados durante as fases aguda e cronica da infeccao,
englobando coletas de soro realizadas antes da infeccéo e apos 15, 30, 60, 90 dias
da infecgao.

O sangue foi obtido por extracao de 0,4 - 0,5 mL no seio venoso retro orbital,
onde para obtencédo do soro, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm,
posteriormente e o0 soro separado e colocado em microtubo tipo eppendorf identificado
com os dados dos animais, e armazenados em freezer - 80° C até a avaliacao.

As dosagens foram obtidas por meio de um analisador automatico
SINNOWA® pela espectrofotometria, utilizando-se Kits comerciais Bioclin. (FREITAS
et al., 2013).

3.6 Eutanésia e coleta do material
Todos animais foram eutanaziados aos 90 dias ap6s o inicio dos experimentos.
Posteriormente a eutanasia foi realizada a coleta do tecido muscular cardiaco e tecido

adiposo para analise histoldgica dos érgaos.

3.7Analises morfométricas

Os fragmentos obtidos do coragéo foram conservados em formalina 10% e os
fragmentos do tecido adiposo foram mantidos em alcool 70% por uma hora e em
seguida passaram a ser conservados em formalina 10% até o processamento para

avaliacdo histologica
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Para a preparacdo das amostras e confecgéo das laminas histoldgicas o material
permaneceu durante 40 minutos em alcool 70%, 80%, 90%, absoluto | (100%) e
absoluto 1l (100%), permanecendo 40 minutos em cada; posteriormente ocorreu a
penetracdo da parafina no tecido utilizando o xilol para facilitar o processo e seguir
para a fase de clareamento, onde, o material entrou em contato com xilol | e xilol Il por
30 minutos em cada. O material ja clareado foi colocado em parafina liquida a
temperatura de aproximadamente 60° C, permanecendo durante 24 horas,
posteriormente cada peca foi colocada em um molde com parafina liquida dentro,
apos a parafina endurecer, desenformou-se a peca, e realizou-se o corte.

Apés o corte a parafina foi para a agua a temperatura ambiente e logo apés foi
passada para a agua quente, onde ocorreu a distensdo da parafina. Apos esse
procedimento, utilizando uma lamina coberta com clara de ovo, ja seca, retirou-se a
lasca de parafina e a posicionou sobre a mesma, sendo encaminhada para estufa com
temperatura de 60° C durante aproximadamente 24 horas para o derretimento da
parafina. Para avaliacdo histolégica convencional por meio de coloracdo (I)
Hematoxilina e Eosina (HE) a parafina foi retirada dos tecidos utilizando xilol, onde a
lamina passou por xilol | e xilol I, permanecendo durante 30 minutos em cada. Para a
hidratacdo das laminas, utilizou-se &lcool absoluto I, alcool absoluto I, alcool 90%,
alcool 80%, alcool 70% e agua, permanecendo durante 5 minutos em cada solugao.

A lamina permaneceu em hematoxilina por 1 minuto e 30 segundos, foi
mergulhada em &agua corrente por 30 minutos. Posteriormente a lamina ficou em
eosina por 40 segundos, e para retirada do excesso lavado em agua e seca ao ar
livre. Em seguida foi realizado a montagem da lamina, onde adicionou-se uma gota

de resina ao lado de cada corte e inseriu a laminula sobre a lamina e analise.

3.8Tecido muscular cardiaco

Para analise do material fotografou-se 20 campos de cada lamina no aumento de
40x. Tal procedimento foi realizado com o auxilio do microscopio Leica e do programa
LAS (Leica Application Suite). As fotos foram para andlises da quantificacdo de

inflamacéo.

3.9 Tecido adiposo
Foram fotografados 20 campos de cada lamina no aumento de 40x. Para analisar

o tecido adiposo, avaliou-se o tamanho de cinco células adiposas (uma de cada
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extremidade e uma central) de cada uma das 20 fotos com o auxilio do programa
Image J.

3.10 Ensaio imunoenzimatico inflamatoério

Os niveis de citocinas TNF-alfa no soro coletado de cada animal aos 90 dias
apos a infeccdo foram quantificados por ELISA de acordo com as instrugbes do
fabricante (Invitrogen, Camarillo, CA, EUA). A reacéo foi detectada pela adicao de
estreptavidina conjugada com peroxidase seguida pela adicdo de uma mistura de
substrato contendo peroxido de hidrogénio e o cromogénio Tetrametilbenzidina
(TMB).

3.11 Aspectos éticos

Todos os procedimentos e protocolos foram realizados de acordo com a conduta
preconizada pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e foram
devidamente avaliados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisas em Animais
da Universidade Federal do Espirito Santo (Protocolo n? 43/2015).

3.12 Analises estatisticas

Os parametros avaliados foram representados pela média de seus valores e
respectivos erros meédios padrdes ou entdo, pelos valores absolutos com respectiva
meédia (graficos de dispersao). Utilizou-se ANOVA para multiplas comparacdes e
Tukey, quando ANOVA apresentou variancia. A analise das &areas sob as curvas de
parasitemia foi realizada pelo calculo individual da area da curva média de parasitemia
de cada camundongo individualmente, seguido pelo teste T néo-pareado para
comparacao entre 0s grupos. Todas as analises foram realizadas pelo do programa

GraphPadPrism, com 5% de significancia.
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4. RESULTADOS

O peso dos animais foi aferido semanalmente durante 90 dias de manutencéo
em oferta alimentar com dieta padréo ou dieta hiperlipidica

A avaliacdo possibilitou observar que houve um aumento significativo do peso
corporal final em relacdo ao peso basal em todos os grupos. Nos grupos alimentados
com dieta padréo foram observadas variagbes médias dos valores basais e finais do
peso corporal expressos em médias e respectivos desvios padrbes de 23,50 + 5,43
para 43,80 + 5,07 e de 25,17 £ 1,33 para 40,0 £ 5,69, respectivamente nos grupos NI-
DP e IF-DP. Por sua vez, o peso médio basal e final dos animais dos grupos NI-DH e
IF-DH variou respectivamente de 22,17 = 6,94 para 52,67 + 4,59 e de 20,33t 4,59
para 44,83 + 8,31. N&o foi verificada a existéncia de diferenca significativa entre os
pesos meédios apresentados pelos diferentes grupos no momento basal, o qual
antecedeu o inicio da oferta alimentar. Por outro lado, foi possivel observar que o peso
médio final dos animais do grupo NI-DH foi significativamente mais elevado que o
peso medio final apresentado pelos animais do grupo IF-DP (Grafico 1).
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Grafico 1: Peso aferido nos animais controles néo infectados e alimentados com dieta padrao (NI-DP)
ou dieta hiperlipidica ( NI-DH) e nos animais inoculados com 5 x 102 tripomastigotas/0,1mL de sangue,
via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e alimentados com dieta padréo (IF-DP)
ou dieta hiperlipidica (IF-DH). Os dados apresentados séo relativos ao peso de cada animal aferido
antes da infeccéo (circulos pretos) e apds 90 dias da infecgdo (circulos brancos).

A ingestéo alimentar média semanal dos grupos alimentados com dieta padréao

e com dieta hiperlipidica foi avaliada durante 90 dias consecutivos. No Grafico 2 séo
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demonstrados o0s valores médios mensurados entre os diferentes grupos
experimentais.

A avaliacdo semanal da quantidade média da ingestao alimentar de cada grupo
demonstrou valores significativamente mais elevados nos grupos alimentados com
dieta padréo (NI-DP e IF-DP) quando comparados aos grupos alimentados com dieta
hiperlipidica (NI-DH e IF-DH). N&o houve diferenca significativa dentro de ambos os
grupos alimentados com dieta padrao (NI-DP e IF-DP) ou com dieta hiperlipidica (NI-
DH e IF-DH), quando foram avaliados os animais infectados comparativamente aos

animais controles e alimentados com a mesma dieta experimental (Grafico 2).
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Grafico 2: Consumo alimentar médio mensurado semanalmente nos animais controles néo infectados
e alimentados com dieta padrdo (NI-DP) ou dieta hiperlipidica (NI-DH) e nos animais inoculados com
5 x 103 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma
cruzi e alimentados com dieta padrao (IF-DP) ou dieta hiperlipidica (IF-DH). Os dados apresentados
foram mensurados durante 90 dias de avaliacdo da ingestdo alimentar média de cada grupo
experimental.

A parasitemia dos animais incluidos nos diferentes grupos experimentais

infectados foi avaliada diariamente pelo exame de sangue a fresco, conforme técnica
descrita por Brener (1962). Foi observado um periodo pré-patente similar entre ambos
0s grupos infectados, variando apenas de 4 a 6 dias respectivamente no grupo IF-DH
e no grupo IF-DP. Por outro lado, um menor periodo patente foi verificado no grupo
IF-DH (33 dias) em relacao ao grupo IF-DP (38 dias) que demonstrou a presenca do
parasito até o 44°dia de infeccdo. No grupo IF-DP foram ainda detectados picos de

parasitemia mais elevados no 11° e no 24° dia de infeccdo, com uma média de
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respectivamente 65.000 e 90.000 tripomastigotas/0,1 mL de sangue. Por sua vez,
picos de parasitemia mais brandos foram observados no 11° e no 22° dia de infeccéo
entre os animais do grupo IF-DH, com valores médios de 45.000 e 20.000
tripomastigotas/0,1 mL de sangue respectivamente (Grafico 3A).

De modo interessante foi verificada uma diferenca significativa (p<0,05) entre as
areas das curvas médias de parasitemia, a qual foi menor no grupo IF-DH (Gréfico
3B).

No Grafico 4 sdo apresentados os dados obtidos nas dosagens de colesterol
total no soro proveniente dos animais dos diferentes grupos experimentais. Os
resultados mostraram que a ingestdo da dieta hiperlipidica acarretou na elevacéo
significativa dos niveis de colesterol total nos animais dos grupos DH-IF e DH-NI em
relacdo aos animais dos grupos alimentados com a dieta padrdo (DP-NI e DP-IF), a
partir do 1>més de infeccéo.

No Grafico 5 s8o demonstrados os valores de LDL- c¢ mensurados
mensalmente em todos 0s grupos experimentais, desde antes da infeccao até o final
do periodo de experimentacdo, apds 90 dias de infeccdo. Nao houve diferenca
estatistica entre as médias dos niveis de LDL-c detectados durante 90 dias de
manutencdo de camundongos Swiss em ingestdo alimentar de dieta com 20% de

lipidios.
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Gréfico 3: Curvas médias de parasitemia (A) e areas sob as curvas de parasitemias individuais (B)
obtidas dos animais inoculados com 5 x 102 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da
cepa Berenice-78 do T. cruzi e alimentados com dieta padréo (IF-DP) ou dieta hiperlipidica (IF-DH).
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Grafico 4: Niveis de colesterol total avaliados cineticamente no soro dos animais controles nao
infectados e alimentados com dieta padréo (NI-DP) ou dieta hiperlipidica (NI-DH) e no soro dos animais
inoculados com 5 x 108 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi e alimentados com dieta padréo (IF-DP) ou dieta hiperlipidica (IF-DH). Os dados
apresentados foram mensalmente mensurados durante um periodo total 90 dias de avaliagédo.
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Grafico 5: Niveis de LDL-colesterol avaliados cineticamente no soro dos animais controles nao
infectados e alimentados com dieta padréo (NI-DP) ou dieta hiperlipidica (NI-DH) e no soro dos animais
inoculados com 5 x 108 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi e alimentados com dieta padréo (IF-DP) ou dieta hiperlipidica (IF-DH). Os dados
apresentados foram mensalmente mensurados durante um periodo total de 90 dias de avaliacao.
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No Gréfico 6 sdo apresentadas as taxas séricas de glicose de todos 0s grupos
experimentais mensuradas cineticamente durante o periodo experimental total de 90

dias de infecgéo pelo T. cruzi.
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Gréfico 6: Niveis de glicose avaliados cineticamente no soro dos animais controles ndo infectados e
alimentados com dieta padrao (NI-DP) ou dieta hiperlipidica (NI-DH) e no soro dos animais inoculados
com 5 x 103 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi e alimentados com dieta padréo (IF-DP) ou dieta hiperlipidica (IF-DH). Os dados
apresentados foram mensalmente mensurados durante um periodo total de 90 dias de avaliacéo.

Para avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica na lesdo do miocéardio, uma analise
guantitativa da inflamacé&o no tecido do musculo cardiaco foi realizada no 90° dia apés
a infeccdo e, ao mesmo tempo, os niveis de citocinas inflamatérias TNF-alfa foram
medidos no soro. A dieta hiperlipidica ofertada aos animais infectados apés 90 dias
de infeccdo levou a uma producéo significativamente maior de TNF-alfa (35,89 *
33,28pg / mL) em comparacdo com o grupo de controle alimentado com dieta padré&o
(p <0,05). Nao houve diferengas nos niveis de TNF-alfa entre os animais infectados
com dieta padrdo (13,88 = 3,90 pag / mL) em comparacdo com 0s controles
alimentados com dieta padréo (6,24 + 4,39 pg / mL) ou dieta hiperlipidica (9,09 + 5,54
pag / mL) (Gréfico 7).
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Grafico 7: Niveis séricos de fator de necrose tumoral alfa medidos no 90 ° dia apds a infeccdo em
camundongos suicos inoculados com 5x103 tripomastigotas da cepa Berenice-78 T. cruzi, bem como
para animais ndo infectados alimentados com dieta hiperlipidica ou dieta padréo. NI-DP: animais ndo
infectados alimentados com dieta padrdo. NI-DH: animais ndo infectados alimentados com dieta
hiperlipidica. IF-DP: animais infectados alimentados com dieta padrdo. IF-DH: animais infectados
alimentados com dieta hiperlipidica.

A analise do dano do tecido cardiaco corroborou com os achados de TNF-alfa
analisados no soro. A dieta hiperlipidica ofertadas aos animais infectados levou ao
maior numero de células inflamat6rias mononucleares detectadas no IF-DH (298,9 +
13,79) em relacéo a todos os demais grupos: IF-DP (286,8 + 17,37), NI-DH (276,2
10,41) E NI-DP (228,4 + 11,60) (p <0,001). Além disso, tanto os grupos infectados (IF-
DP e IF-DH) como os animais néo infectados alimentados com dieta hiperlipidica (NI-
DH) apresentaram mais células inflamatorias no tecido muscular do coragédo do que

os ratos de controle alimentados com dieta padrao (NI-DP) (Gréfico 8).
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Gréfico 8: Intensidade da inflamag&o no miocardio na fase croénica dos animais infectados com 5 x 103
tripomastigotas/0,1mL de sangue, da cepa Berenice-78 do T. cruzi e alimentados com dieta padréo x
dieta hiperlipidica. Resultados com média mais um desvio padrdo. DP-NI: dieta padréo e nao infectado;
DP-IF: dieta padréo e infectado; DH-NI: dieta hiperlipidica e ndo infectado; DH-IF: dieta hiperlipidica e
infectado.

Figura 3:_Fotomicrografias de cortes histolégicos do tecido muscular cardiaco de animais controles ndo
infectados e de animais inoculados com 5 x 102 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal,
da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Os animais foram alimentados com dieta padrédo ou dieta
hiperlipidica e necropsiados aos 90 dias apds inoculacdo. A: DP-NI (animal alimentado com dieta
padrdo e ndo infectado); B: DP-IF (animal alimentado com dieta padrao e infectado); C: DH-NI (animal
alimentado com dieta hiperlipidica e ndo infectado); D: DH-IF (animal alimentado com dieta hiperlipidica
e infectado).

Para analisar o impacto da dieta hiperlipidica na adipogénese no tecido adiposo
branco, que é considerado um érgédo secretor de fatores inflamatérios envolvidos na

obesidade e sindrome metabdlica, o tamanho das células adiposas foi avaliado apos
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0 90° dia de infeccdo com T. cruzi. A ocorréncia de hipertrofia do tecido adiposo foi
melhor verificada no grupo infectado e no grupo néo infectado que foram alimentados
com dieta hiperlipidica (IF-DH e NI-DH) do que nos grupos alimentados com dieta
padréo (IF-DP e NI-DP) (p<0,001). Foi possivel verificar ainda que a infecgdo com o
T. cruzi acarretou em tamanhos menores nas células adiposas tanto entre 0os grupos
alimentados com dieta padrédo (IF-DP) quanto naqueles alimentados com dieta
hiperlipidica (IF-DH), quando esses foram comparados com 0s respectivos grupos
controles nao infectados alimentados com o mesmo tipo de dieta (Grafico 9 e Figura
4).
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Grafico 9: Tamanho das células adiposas mensuradas no tecido adiposo dos animais infectados com

3
ingestdo de dieta padrédo x dieta hiperlipidica, inoculados com 5 x 10 tripomastigotas/0,1mL de sangue,
via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do T. cruzi. Resultados com média mais um desvio padréo.
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Figura 4: Fotomicrografias de cortes histoldgicos do tecido adiposo de animais controles néo infectados
e de animais inoculados com 5 x 103 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da cepa
Berenice-78 do Trypanosoma cruzi. Os animais foram alimentados com dieta padréo ou dieta
hiperlipidica e necropsiados aos 90 dias apds inoculagdo. A: DP-NI (animal alimentado com dieta
padrdo e néo infectado); B: DP-IF (animal alimentado com dieta padréo e infectado); C: DH-NI (animal
alimentado com dieta hiperlipidica e ndo infectado); D: DH-IF (animal alimentado com dieta hiperlipidica
e infectado).
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5. DISCUSSAO

A patogenia da cardiopatia chagéasica ainda precisa ser mais elucidada, embora
hoje em dia haja mais de 100 anos da ocorréncia do primeiro caso humano de infec¢céo
por T. cruzi descrito em 1909 (CHAGAS, 1909). Considerando a persisténcia do
parasito e a sua variabilidade genética como fator crucial para o dano cardiaco
(CALDAS, 2013), avaliou-se a influéncia de um fator do hospedeiro representado pela
dieta hiperlipidica nos achados inflamatérios frequentemente envolvidos na
progresséo da cardiopatia chagasica.

Utilizou-se um modelo de camundongo swiss infectado com a cepa Berenice-78
sensivel a benzonidazol para verificar o efeito da dieta hiperlipidica nos parasitos
circulantes e seu impacto no dano do tecido muscular cardiaco. A dieta hiperlipidica
ocasionou em reducédo da carga parasitaria e foi demonstrado pela reducéo na area
sob a curva de parasitemia diariamente seguida durante todo o estdgio agudo da
infeccdo. De acordo com Nagajyothi et al., (2012) os tripomastigotas circulantes
podem evadir precocemente do sangue para o tecido adiposo, que € o maior 6rgao
do corpo e consiste em adipdcitos, fibroblastos, macréfagos e endotélio (SCHERER,
2006). Os autores também sugeriram em um segundo estudo que T. cruzi tem alta
afinidade com o colesterol LDL e a proporcao de invasédo de células do tecido adiposo
pode ser maior na presenca de niveis elevados desta lipoproteina (NAGAJYOTHI et
al., 2014).

As dietas desbalanceadas com consumo excessivo de lipideos tém sido
amplamente utilizadas para induzir obesidade em modelos experimentais, a fim de
retratar a ingestao dietética atual, que tem sido considerado um dos principais fatores
contribuintes para a forte expansao da obesidade, disturbios metabodlicos e doencas
cardiovasculares entre seres humanos (SPEAKMAN, 2007).

As dietas desempenham um papel importante na adipogénese e na homeostase
lipidica, sendo que a dieta hiperlipidica € conhecida por alterar o estado metabdlico
do hospedeiro, levando ao diabetes, sindrome metabdlica e obesidade
(NAGAJYOTHI, 2012). A dieta hiperlipidica (20% de gordura) ofertada durante 90
dias consecutivos aos animais resultou em aumento significativo no peso corporal de
animais néo infectados avaliados no presente estudo em comparagao com 0s animais
infectados com dieta padrédo (4% de gordura). A infeccado presente nos animais do

grupo IF-DP pode ter desencadeado o aumento da necessidade energética,
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contribuindo para que o ganho de peso fosse inferior ao peso médio final apresentado
pelo grupo NI-DH constituido por animais que além de n&o apresentarem o
hipercatabolismo e consequente aumento da demanda energética que poderiam ser
desencadeados pela infeccdo, eram ainda alimentados com uma dieta de maior
fornecimento lipidico e caldrico. Segundo Pereira (2003), o hipercatabolismo e
consequente aumento da demanda energética sdo alteracdes metabdlicas que
ocorrem com a finalidade de preparar o hospedeiro para combater 0 agente agressor.
Por sua vez, a gordura como substrato energético oferece 9kcal/g de energia, e pode
propiciar mais facilmente um balanco energético positivo com a consequente elevagéo
do peso corporal, caso ela seja armazenada e nao seja mobilizada para suprir a
demanda metabdlica do organismo (SETH et al., 2012). No estudo de Ropelle et al.,
(2006), ratos alimentados com dieta hiperlipidica (35% de lipideos) foram comparados
a outros que receberam dieta controle contendo 4% de gordura vegetal para as
necessidades basicas do organismo. O ganho de peso dos animais alimentados com
dieta hiperlipidica foi significativamente maior do que o ganho de peso corporal
verificado entre os animais alimentados com a dieta controle. Por outro lado, Kim el
al., (2000) nao verificaram diferenca significativa nos pesos dos ratos sprague-dawley
entre os grupos, alimentados com dieta padrdo e dieta hiperlipidica durante um
periodo de trés semanas. A inexisténcia de padronizacdo com relacdo ao tempo de
manutencdo dos animais sob a alimentacdo com as referidas dietas experimentais,
bem como o momento de inicio dos diferentes tratamentos dietéticos, provavelmente
estéo associados ao motivo dos discrepantes resultados observados nesses trabalhos
(KUSUNOKI et al., 1993). Em adicéo, destaca-se que as alteracdes de peso corporal
nao sao os Unicos parametros que devem ser investigados em modelos experimentais
com utilizacdo de dietas hiperlipidicas, uma vez que as alteracdes no metabolismo
lipidico podem ocorrer mesmo na auséncia de aumento significativo do peso corporal
(NADERALI et al., 2001). O presente estudo mostrou menor ingestao alimentar de
dieta hiperlipidica em comparacdo com a dieta padrdo e, curiosamente, revelou o
aumento do colesterol total entre os animais alimentados com dieta hiperlipidica,
independentemente da presenca ou auséncia de infec¢do por T. cruzi. Os dados
verificados no presente estudo com um consumo alimentar inferior nos animais
alimentados com dieta hiperlipidica comparativamente aos animais alimentados com
dieta padrao séo discordantes de Kim et al., (1998) e Oscai (1987). Segundo Kim et

al., (1998), as dietas que apresentam alto teor de gordura estdo associadas a
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hiperfagia, resultando em um aumento do consumo desses alimentos com elevados
teores lipidicos. Similarmente, Oscai (1987) relatou em estudo experimental que o
grupo que consumiu dieta hiperlipidica obteve um maior consumo alimentar.

Por outro lado, estudos mais recentes sugerem que dietas ricas em gordura sao
potencialmente capazes de aumentar a saciedade, uma vez que apresentam
diminuicdo na eficiéncia alimentar e aumento da eficiéncia metabdlica corroborada
pelos altos niveis de substratos metabdlicos plasmaticos, como glicose e triglicerideos
(BERNARDES et al., 2004; ZAMBON et al., 2009). Neste sentido, os dados de menor
ingestao alimentar verificados no presente estudo entre os animais dos grupos
alimentados com dieta hiperlipidica (NI-DH e IF-DH) estédo de acordo com o processo
de desencadeamento da elevacdo da saciedade e consequente reducdo na ingestao
alimentar. Associados a outros fatores, estes dados podem ainda explicar porque
durante o consumo de dieta rica em lipideos este nutriente é capaz de sinalizar uma
maior liberacdo de horménios relacionados a inducédo da saciedade (GAIVA et al,
2001). Contudo, a inducédo de saciedade ocasionada pela ingestdo dos nutrientes
presentes na dieta hiperlipidica e consequente reducéo da ingestédo alimentar, ndo é
acompanhada pela reducdo sérica de parametros bioquimicos contextualizados na
etiopatogenia das doencas cronicas ndo transmissiveis, obesidade e doencas
cardiovasculares.

No presente estudo, verificaram-se niveis séricos mais elevados de colesterol
total entre os animais alimentados com dieta hiperlipidica apés o 1° més apos a
alimentacdo, independentemente da presenca ou auséncia de infeccdo por T. cruzi, e
nao houve diferencas quanto aos demais substratos metabdlicos avaliados, glicose e
LDL-colesterol. Corroborando com os achados do presente estudo, Almeida et al.,
(2011) observaram que ratos Wistar alimentados durante oito semanas apresentaram
elevacdo do colesterol total quando comparados ao grupo controle. Segundo
Bernardes et al., (2004); Fernandes et al., (2004), os valores séricos de colesterol total
podem aumentar apds a ingestdo de dietas com alta densidade energética oriunda
principalmente de teores elevados de lipideos na composi¢do da mesma. HOEFEL et
al., (2011), também demonstraram que ratos alimentados com dieta hiperlipidica
durante 16 semanas apresentaram elevacdo dos niveis de colesterol total quando
comparados aos animais alimentados com a dieta controle. Estudos apontam ainda
gue quando o consumo de dieta hiperlipidica aumenta os niveis séricos de colesterol

total, ocorre elevacdo dos niveis de &acidos graxos saturados promotores de
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hipercolesterolemia e aterosclerose, desse modo corroborando com o risco de
desordens cardiovasculares (CHAMPE, 2000). Por sua vez, sdo escassas as
avaliacdes dos efeitos da elevacéao de lipidios no organismo hospedeiro, e entre esses
a elevacao de acidos graxos saturados, sobre a patogénese da cardiopatia chagasica.
Contudo, mesmo diante a tal escassez de estudos principalmente sobre a patogenia
das manifestacdes cardiacas cronicas, Nagajyothi et al. (2014) j& demonstraram que
a presenca do parasito no tecido adiposo causa lipdlise e gera alteracdes nos niveis
séricos de colesterol durante a fase aguda da infec¢do pelo T. cruzi. Nao obstante, a
auséncia de diferencas nos niveis séricos de colesterol LDL verificado no presente
estudo também foi demonstrada por Buettner et al. (2007); Schreyer et al. (2011) onde
nao encontraram diferencas nos niveis de LDL-c apdés 12 e 14 semanas de
manutencdo de ratos Wistar e de camundongos C57BL/6 em dietas com
respectivamente 42% e 35,5% de lipidios. Esses dados em conjunto sugerem que
talvez possa ser necessario um tempo maior em consumo de dieta rica em gordura
saturada para causar elevacdo dos niveis de LDL-c em animais alimentados com
dietas hiperlipidicas. Embora ndo tenham sido verificadas no presente estudo a
ocorréncia de elevacdes significativas de glicose entre os diferentes grupos
experimentais ao logo de todo o periodo de avaliacdo, alguns outros trabalhos ja
descreveram a existéncia de relacdo entre a elevacao dos niveis séricos de glicose
induzidos por consumo de dieta hiperlipidica com o aumento do tecido adiposo
(BUETTNER et al, 2006; FRALOUB, 2010).

Contudo, o tempo de ingestédo dietética hiperlipidica que é necessario para a
observacédo da elevacao dos niveis séricos de glicose e aumento do tecido adiposo,
ainda necessita de maiores elucida¢des devido a existéncia de divergentes resultados
na literatura. Hogan et al. (2011) observaram que com 12 semanas de oferta de dieta
com 41% de lipidios houve aumento da glicose sanguinea ratos wistar; porém, em
outro estudo realizado por Barnea et al. (2006) verificaram diferencas nos niveis
glicémicos entre 0s grupos experimentais de camundongos da linha C57BL/6J apenas
apos 20 semanas de alimentacdo com dieta com 42% de lipidios. Por outro lado,
Duarte (2006) e Zanchet (2012), nao verificaram diferencas significativas nos niveis
de glicose sanguinea entre os diferentes grupos experimentais alimentados ou néao
com dieta hiperlipidica, tal como verificado no presente estudo. Duarte (2006) verificou
gque mesmo apos 15 semanas de manutencdo experimental de ratos Wistar

alimentados com dieta hipercalorica e dieta padréo, ndo houve diferenca significativa
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nos niveis de glicose sérica entre os diferentes grupos. No trabalho de Zanchet, 2012
avaliando os parametros séricos de glicose de ratos Wistar submetidos a ingestéo de
dieta padréo e dieta hiperlipidica ndo encontrou diferenca entre os grupos estudados
apos 7 semanas. Tais divergéncias demonstraram a limitacdo da utilizacao isolada de
um Unico parametro bioquimico, como os niveis de glicose sérica, para a avaliagdo
dos efeitos da ingestdo de dietas hiperlipidicas sobre o perfil nutricional e alteracdes
metabdlicas dos individuos. Além disso, a presenca de infeccdo por T. cruzi pode
levar a absorcéo de glicose como fonte primaria de energia metabdlica para células
inflamatérias (NAGAJYOTHI, 2014), o que também precisa ser melhor investigado
como um fator limitante para o aumento da glicemia em animais alimentados com
dieta hiperlipidica verificados no presente estudo.

Para avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica no processo inflamatorio cardiaco,
as guantidades de células inflamatérias mononucleares foram avaliadas no tecido
muscular cardiaco ao mesmo tempo da avaliagdo dos niveis séricos da citocina TNF-
alfa, no 90° dia ap0s a infeccdo. Curiosamente, 0s niveis séricos mais elevados de
TNF-alfa e as maiores quantidades de células inflamatérias no tecido do miocardio
foram encontrados simultaneamente entre os animais infectados com ingestao de
dieta hiperlipidica. A sintese de citocinas inflamatérias de TNF-alfa mostrou-se
estimulada pela ingestdo de dieta hiperlipidica. Podem observar-se niveis elevados
de TNF-alfa também durante infeccdes parasitarias, uma vez que esta citocina
inflamatoria esta ligada a expressdo de moléculas de adesdo de leucdcitos, que
amplifica a cascata inflamatéria e combate o microorganismo principalmente na fase
aguda das infeccdes devido a metabolitos que sdo liberados por macréfagos
(PAVANELLI, 2008). Além disso, altos niveis de TNF-alfa levam a uma série de
alteracdes inflamatoérias no tecido vascular que aumentam a probabilidade de doenca
cardiovascular (WINKLER et al., 2003) e também demonstraram estar
correlacionadas com a progressao da cardiopatia chagasica (SANTOS et al., 2012).

O presente estudo mostrou niveis mais elevados de células inflamatorias
mononucleares no tecido do miocardio de animais infectados, principalmente nos
camundongos infectados com ingestao de dieta hiperlipidica. Destacavel, o presente
estudo mostrou os valores mais altos de células inflamatorias mononucleares no
tecido do musculo cardiaco de animais infectados com dieta hiperlipidica, sugerindo
que o padrao da resposta imune do hospedeiro juntamente com a infeccao por T. cruzi

pode corroborar com a patogénese da cardiopatia chagasica. Embora tenham sido
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detectados niveis de parasitemia na fase aguda mais brandos nos animais
alimentados com dieta hiperlipidica, foi verificado ainda que essa elucidacéo
sanguinea do parasito na fase aguda da infeccdo néo foi capaz de amenizar o
processo inflamatério crénico no tecido muscular cardiaco. Segundo Nagajyothi
(2014) essa coexisténcia de reducgéo da parasitemia na fase aguda e persisténcia do
processo inflamatério crénico no miocéardio, podem ser justificadas pelo fato do tecido
adiposo vir se revelando como um local preferencial ao inicio do processo de invaséo
celular pelo T. cruzi.

OLIVEIRA et al. (2007) avaliaram o comprometimento tecidual pela infeccéo
chagéasica em ratos Wistar machos com 15 e 60 dias de idade alimentados com racao
comercial. Os animais foram inoculados intraperitonealmente com 10 x 103 ou 10 x
10* tripomastigotas sanguineos, por respectivamente cada animal de 15 ou 60 dias
de idade. Foi verificada a ocorréncia de intensa reacgao inflamatéria no tecido cardiaco
em todos o0s grupos experimentais, com desagregacéao celular induzida por edema e
presenca de macréfagos, linfocitos, plasmacitos e polimorfonucleares nos infiltrados
inflamatorios,

A inflamacéo causada pela infeccéo do T. Cruzi culmina em infiltrado inflamatorio
comprometendo as células cardiacas por graus variaveis, englobando formas
discretas, assintomaticas até formas mais graves podendo ocasionar fatalidade devido
a perda da funcéo cardiaca. (TALVANI; TEIXEIRA, 2011).

Neste sentido, estudos propdem que a patogénese da miocardite chagasica
possa estar diretamente relacionada com a presenca do parasito e ao padrao de
resposta imune do hospedeiro (PALOMINO, AIELLO, HIGUCHI 2000; OLIVEIRA et
al., 2007)

Nos seres humanos com infecgdes cronicas, a presenca do T. cruzi claramente
nao esta restringida ao tecido cardiaco. O tecido adiposo também tem sido sugerido
como um local de presenga do T. cruzi. Novas evidéncias sugerem que a intensidade
da infecc&o pode variar consideravelmente entre os diferentes tecidos infectados pelo
parasito e em fung&o do tempo dessa infec¢ao. Tais associacdes podem variar ainda
entre individuos infectados pelo parasito, sugerindo-se que hospedeiros com maior
guantidade de adipocitos e tecidos ricos em lipideos possam conter uma carga
parasitaria mais elevada e precocemente proveniente da evasao sanguinea do

parasito na fase aguda. (LEWIS; KELLY, 2016.) Corroborando com o exposto, 0

estudo de Matos (2011) analisou amostras de tecido adiposo de 10 pacientes com a
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doenca de Chagas e verificou a presenca do DNA do T. cruzi no tecido adiposo em
trés individuos.

A submissdo de uma ingestdo exacerbada em lipidios acarretou em maior
inflamacé&o no miocéardio, mesmo diante ao fato da taxa de parasitismo sérico na fase
aguda ter sido mais brando em relacdo aos animais que consumiram dieta padréo.
Esse fato corrobora com a possibilidade de que o parasito tenha evadido mais
precocemente para o tecido adiposo durante a fase aguda da infeccdo nos animais
infectados que consumiram dieta hiperlipidica em comparacéo aos animais infectados
gue consumiram dieta padréo.

A dieta hiperlipidica também levou a ampliagdo do tecido adiposo branco,
principalmente na auséncia de infec¢do por T. cruzi. Alguns estudos demonstraram
gue a hipertrofia de adipdcitos implica infiltracdo e ativacdo de macrofagos no tecido
adiposo, o que culmina com o aumento da producéo de substancias pré-inflamatorias
e do processo inflamatdrio cronico de baixa intensidade (GALIC et al., 2010; HEBER,
2010). Estes estudos estdo de acordo com os dados atuais dos altos niveis séricos
de citocinas inflamatorias TNF-alfa e células inflamatérias mononucleares no

miocardio de animais infectados com T. cruzi alimentados com dieta hiperlipidica.
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6. CONCLUSAO

As analises gerais dos dados no presente estudo permitem concluir que o
consumo da dieta hiperlipidica possibilitou uma menor ingestao alimentar, entretanto,
mesmo com a ingestado reduzida o consumo da dieta hiperlipidica acarretou em uma
maior hipertrofia do tecido adiposo e colesterol sérico. A ocorréncia da diminui¢cdo da
parasitemia na fase aguda da infeccdo ndo diminuiu o processo de inflamac&o no
tecido muscular cardiaco e a elevacéo nos niveis de citocina pré-inflamatéria.

Sao necessarios futuros estudos que abranjam a avaliacdo da fungéo cardiaca
e a deteccédo da presenca do parasito no coracao e nas células adiposas para maiores
elucidacdes dos efeitos de uma ingestdo lipidica elevada sobre o prognéstico e

evolucao da cardiopatia chagasica cronica no individuo infectado pelo T. cruzi.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado” Avaliagdo dos impactos da obesidade e da
arginina na evolugio da cardiopatia chagastica em camundongos infectados
experimentalmente pelo Trypanosoma cruzi. “,Protocolo n°43/2015, sob a
responsabilidade de Fabiane Matos dos Santos que envolve a producio, manutencao
e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata(exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica(ou ensino)encontra-se de acordo com os
preceitos da Lel 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n®6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo
Animal(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS(CEUA)
DO(A) Centro de Ciéncias da Salde-Maruipe-Vitoria-ES em reunido de 07/08/2015.

| Vigéncia do Projeto Inicio: Agosto/2015 Término:Agosto/2017

| Espécie/Linhagem  Ratos Swiss - e

| N® de Animais | Experimento Piloto:16 M Protocolo Experimental:48 F Total:64

| Peso/Idade | Peso: 20g Idade: 30 dias -
| Sexo | Ambos

Origem | Mamiferos(Pertencentes a ordem dos roedores)

M=
ié:"” Vitéria (ES), 7 de agosto 2015.
: JUFES
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