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RESUMO

NARDE, MAIARA BIANCHINI. Impactos imunomodulatérios da arginina na
evolugcao da infeccdo experimental pelo Trypanosoma cruzi no modelo
murino.2017. 65p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2017.

A doenca de Chagas causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi é considerada
uma importante doenca parasitaria tropical negligenciada, caracterizada
principalmente como uma infec¢ao crénica e sistémica. Nao existe ainda nenhum
farmaco adequado e eficaz para o seu tratamento. Os farmacos nitro-heterociclicos
nifurtimox e benznidazol sdo os medicamentos de primeira linha disponiveis para o
tratamento da doenga de Chagas, porém, ambos apresentam grandes limitagdes.
Neste sentido, um nutriente imunomodulador para melhorar o combate do T. cruzi
pelo sistema imunolégico do hospedeiro poderia ser uti em abordagens
quimioterapicas da doenga de Chagas. Assim, os efeitos da suplementagdo com
arginina durante o estagio agudo da infecgdo foram avaliados em camundongos
Swiss infectados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi. Um total de 24 camundongos
foram divididos em quatro grupos experimentais: 6 animais infectados com T. cruzi e
suplementados com arginina durante a fase aguda; 6 infectados e nao foram
suplementados; 6 animais controles nao infectados e suplementados com arginina e
6 animais infectados e nado suplementados. A eficacia da arginina foi diariamente
avaliada pela deteccdo de parasitos no sangue durante todo o estagio agudo da
infeccao, que corresponde do 42 dia de infec¢ao até 10 dias apds a negativagao (51¢
dia de infeccao). Os efeitos da arginina sobre a resposta imune frente a infecgdo com
T. cruzi foram avaliados quanto ao desfecho do dano ao tecido cardiaco e aos niveis
séricos de oxido nitrico e fator de necrose tumoral-a. A arginina foi eficaz na redugao
do numero de parasitos circulantes e na amenizacido da resposta inflamatéria
visualizada pelos niveis séricos mais baixos de fator de necrose tumoral-a em
aproximadamente 10% a menos no grupo suplementado. A contagem de células
inflamatdrias miocardicas foi maior entre os animais infectados, sendo que o grupo

infectado e suplementado apresentou 3% menos células inflamatérias quando



comparado ao grupo nao suplementado. Nao houve diferengas nos niveis de 6xido
nitrico e de colagenos tipo | e lll quantificados no miocardio, embora os teores de
oxido nitrico tenham sido correlacionados com os teores de colageno Ill, ou
colageno novo. Entretanto, o grupo suplementado e infectado apresentou 127,5%
mais colageno do tipo Il em detrimento aos demais grupos, que apresentaram mais
colageno tipo |. Esses achados sugerem os beneficios da arginina na resposta

imune direcionada ao controle parasitario na infecgéo pelo T. cruzi.

Palavras-chave: Arginina. Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi



ABSTRACT

NARDE, MAIARA BIANCHINI. Impactos imunomodulatérios da arginina na
evolugcao da infeccdo experimental pelo Trypanosoma cruzi no modelo
murino.2017. 65p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) - Centro de
Ciéncias Agrarias e Engenharias - CCAE, Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre, ES, 2017.

Chagas disease caused by the protozoan Trypanosoma cruzi is considered an
important neglected tropical parasitic disease, characterized mainly as a chronic and
systemic infection. There is as yet no suitable and effective drug for its treatment.
Nitro-heterocyclic drugs nifurtimox and benznidazole are the first-line drugs available
for the treatment of Chagas disease, but both have great limitations. In this sense, an
immunomodulatory nutrient to improve T. cruzi combat by the host immune system
could be useful in chemotherapeutic approaches to Chagas' disease. Thus, the
effects of arginine supplementation during the acute stage of infection were
evaluated in Swiss mice infected with the T. cruzi strain Berenice-78. A total of 24
mice were divided into four experimental groups: 6 animals infected with T. cruzi and
supplemented with arginine during the acute phase; 6 infected and were not
supplemented; 6 uninfected control animals supplemented with arginine and 6
infected and non-supplemented animals. Arginine efficacy was evaluated daily by the
detection of parasites in the blood during the acute stage of infection, which
corresponds from the 4th day of infection to 10 days after the infection (51st day of
infection). The effects of arginine on the immune response to infection with T. cruzi
were evaluated for the outcome of cardiac tissue damage and serum levels of nitric
oxide and tumor necrosis factor-a. Arginine was effective in reducing the number of
circulating parasites and alleviating the inflammatory response visualized by the
lower serum levels of tumor necrosis factor-a by approximately 10% less in the
supplemented group. Myocardial inflammatory cell counts were higher among
infected animals, and the infected and supplemented group presented 3% fewer
inflammatory cells when compared to the non-supplemented group. There were no
differences in levels of nitric oxide and type | and Ill collagen quantified in the

myocardium, although nitric oxide levels were correlated with levels of collagen IIl, or



new collagen. However, the supplemented and infected group had 127.5% more type
Il collagen, in detriment to the other groups, which presented more type | collagen.
These findings suggest the benefits of arginine in the immune response directed to

parasitic control in T. cruzi infection.

Keywords: Arginine. Chagas disease. Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUGAO

A doenga de Chagas, ou tripanossomiase americana, € uma protozoonose
causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, descoberto em 1909 pelo
pesquisador Carlos Chagas (CHAGAS, 1909). E caracterizada por ser uma infecgao
principalmente cronica e sistémica, de ampla distribuicdo geogréfica, que atinge
milhdes de pessoas. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a
doenca de Chagas é classificada como uma doenca negligenciada, apresentando-se
como um importante problema social e econémico em diversos paises da América
Latina (RASSI JR, RASSI, MARIN-NETO, 2010; MARTINS-MELO et al., 2014;
SILVEIRA et al., 2016).

E uma doencga transmitida principalmente por meio de um vetor, insetos
hematofagos da subfamilia Triatominae, conhecidos popularmente como barbeiros.
Essa transmissao ocorre quando as formas tripomastigotas metaciclicas do parasito
estdo presentes nas fezes de triatomineos infectados e alcangam o organismo do
hospedeiro vertebrado através da pele desgastada na area da picada do
triatomineo, mucosas oral ou nasal, ou até mesmo na conjuntiva do hospedeiro
mamifero (DIAZ-ALBITER et al., 2016). O controle dos vetores é um dos principais
meétodos utilizados para evitar a transmissdo do T. cruzi, uma vez que n&o ha
nenhuma vacina disponivel para prevenir a infecgdo e os medicamentos disponiveis
nao sao eficazes para a total cura da doencga, principalmente na fase crénica (DIAS
et al., 2016a).

Embora uma das principais e mais conhecida via de transmissdo da doencga
de Chagas seja a vetorial, o T. cruzi também pode ser transmitido ao homem por
mecanismos nao vetoriais, como transfusao de sangue, transmissao vertical de mae
para filho, acidentes em laboratérios que lidam com parasitos vivos, além da
ingestdo de alimentos e liquidos contaminados, sendo esta considerada a principal
forma de transmissao atual (BRASIL et al., 2016; DIAS et al., 2016b; DIAZ-ALBITER
et al., 2016).

A doenga de Chagas vem ganhando destaque no cenario mundial,
principalmente paises da América do Norte como Estados Unidos e Canada, além
de paises europeus, como Espanha, Franca, Reino Unido, entre outros, isso devido

a sua expansao associada principalmente a transmisséo por transfusdo de sangue
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contaminado pelo T. cruzi originado de latino-americanos que migraram para outros
continentes, sendo importante ressaltar que o tratamento para tal enfermidade se
encontra ainda muito limitado (BRASIL et al., 2016). A quimioterapia para doenga de
Chagas é restrita a dois medicamentos, o benznidazol (BZ) e nifurtimox (NFX),
ambos contém um grupo nitro ligados, respectivamente, a um imidazol ou um anel
furano. No Brasil, apenas o BZ é utilizado como farmaco tripanocida em uso clinico
para esta patologia. Porém, tanto o BZ quanto o NFX ndo apresentam elevados
niveis de cura no paciente tratado durante a fase crbénica da infec¢ao, além de ser
comumente registrada a ocorréncia de uma série de efeitos colaterais (SATHLER-
AVELAR et al.,, 2012; TROCHINE et al.,, 2014). Na fase aguda da infeccdo, o
tratamento com BZ é capaz de curar cerca de 60% dos pacientes, porém, durante a
fase crénica esse numero nao excede 20 a 30%. Além disso, o tratamento € longo e
relativamente ineficaz contra determinadas estirpes ou cepas do T. cruzi (SESTI-
COSTA et al., 2014).

Esse quadro demonstra a necessidade de novos estudos para descoberta de
farmacos mais eficazes para o tratamento da doenca de Chagas, de modo a
possibilitar a ocorréncia de completa cura parasitolégica, ou pelo menos uma melhor
evolugado no progndstico clinico, quando a total eliminagao parasitoldégica ainda nao
for possivel em todos os estagios da infeccao.

Nesse contexto, observa-se que a arginina € um nutriente que pode ser
considerado como imunomodulador por estar envolvida no processo de producao de
oxido nitrico. O radical 6xido nitrico (NO) é uma pequena molécula que possui
multiplas atividades biolégicas contra infecgdes por parasitos. Embora o papel do
NO na doenga de Chagas ainda necessite de maiores elucidagdes, alguns
investigadores ja demonstraram que os niveis de NO aumentam durante a fase
aguda da infecgdo, como possivel mecanismo efetor da resposta imune do
hospedeiro vertebrado para a destruicdo do T. cruzi (GONZALEZ-MEJIA et al.,
2014).

Diante disso, é interessante a busca por nutrientes imunomoduladores, que
estimulariam a resposta imune do hospedeiro, melhorando o progndéstico do
paciente na fase crénica, principalmente em casos de complicagdes cardiacas. Para
tanto, procurou-se estudar os impactos da arginina sobre a infecgdo chagasica,
avaliando seus efeitos imunomodulatérios na resposta imune do hospedeiro e sua

possivel utilizacdo como um suplemento nutricional imunomodulador para estimular
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a resposta imune a resolucdo ou a evolugdo de um melhor progndéstico cardiaco na

infeccao pelo T. cruzi.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A doenga de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, &
uma zoonose causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, descoberto
em 1909 (CHAGAS, 1909). A doenca de Chagas humana se caracteriza por ser
uma infecgao principalmente crénica e sistémica, de ampla distribuicdo geografica
com aproximadamente 8 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo, segundo
a Organizagdo Mundial de Saude (2017), alcangcando uma taxa de mortalidade anual
de cerca de 14.000 individuos. Estimativas recentes apontam para 2.000.000 a
3.000.000 de pessoas infectadas no Brasil, com cerca de 6.000 mortes por ano
(MARTINS-MELO et al., 2014; SILVEIRA et al., 2016).

Reconhecida pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) como uma das 13
doengas tropicais mais negligenciadas do mundo, a doenga de Chagas tem sido um
flagelo para a humanidade desde a antiguidade, e continua a ser um relevante
problema social e econbmico em muitos paises da América Latina. Achados de
paleoparasitologia, estudos em que se recuperaram DNA do T. cruzi em mumias
humanas, revelaram que a doenca de Chagas tem infligido o homem tdo cedo
quanto 9.000 anos atras (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Desde a sua descoberta, a doenca de Chagas tem sido claramente
incriminada como uma doenca transmitida por vetor. Ela é transmitida aos seres
humanos e mais de 150 espécies de mamiferos domésticos (por exemplo, caes,
gatos e cobaias) e mamiferos selvagens (por exemplo, roedores, marsupiais e
tatus), principalmente por insetos hematéfagos da subfamilia Triatominae que
contextualizam a existéncia de trés ciclos sobrepostos: doméstico, peridoméstico e
silvestre. Embora mais de 130 espécies de triatomineos ja tenham sido identificadas,
apenas uma parte sao consideradas vetores competentes para o T. cruzi por
apresentarem principalmente uma boa capacidade de domiciliacdo e preferéncias
antropofilicas no ciclo doméstico e no peridomicilio. Dentre estes, historicamente o
Triatoma infestans se destaca como o mais importante vetor, e o principal vetor nas
regides endémicas sub-amazoénicas, ao sul da América do Sul (RASSI JR; RASSI;
MARIN-NETO, 2010; DIAZ-ALBITER et al., 2016).



20

O controle das populagdes de vetores € um dos métodos mais utilizados para
evitar a transmissao do T. cruzi, uma vez que nao existe nenhuma vacina disponivel
para prevenir a infeccdo e ainda ndo ha medicamento eficaz para a cura da
infeccdo, principalmente durante a fase crénica da doenga de Chagas. Neste
sentido, o principal método utilizado para combater a doenga de Chagas no Brasil foi
através da garantia de que o inseto ndo estaria presente nas residéncias. Esta
orientacado foi parte de uma campanha nacional langada na década de 1950, que
alcangou toda a area endémica em meados da década de 1980 através do
Programa de Controle da Doenga de Chagas (PCDCh), que foi coordenado pela
Superintendéncia de Campanhas de Saude Publica (SUCAM) (DIAS et al., 2016a).
O PCDCh seguiu o modelo utilizado na Campanha de Erradicagdo da Malaria que
foi estruturado em trés fases principais: identificar as areas afetadas e obter
informacdes sobre os insetos triatomineos, a luta contra os insetos no ambiente
residencial e implementacdo de vigildncia e monitoramento da situagéo
entomoldgica (DIAS et al., 2016a). O desenvolvimento de programas de controle do
vetor também resultou em uma drastica reducao de novos casos da transmissao
vetorial do T. cruzi em paises endémicos do cone sul e entre esses o Brasil, que em
2006 conseguiu interromper a transmissédo vetorial nos 16 estados endémicos do
pais nos quais a incidéncia do T. cruzi podia ser associada a presenca do T.
infestans (MONCAYO, 2003; MONCAYO; SILVEIRA, 2009).

No entanto, na ultima década uma série de eventos relevantes tém sido
verificados, como re-infestagdes de casas anteriormente tratadas com inseticidas por
populagdes de triatomineos silvestres na Bolivia, Colémbia e Venezuela (DIAZ-
ALBITER et al.,, 2016). De modo similar, no Brasil os relatérios da presenca de
triatomineos autéctones em domicilios de areas urbanas tém aumentado nos ultimos
anos, com elevagdo da importancia epidemioldgica do Triatoma sordida por sua
tendéncia a invadir casas, particularmente em areas onde o T. infestans foi
controlado (DIAS et al., 2016b; PESSOA et al., 2016). A existéncia de habitacdes
cujas condigbes fisicas podem favorecer a presenga de triatomineos, mantém o
risco de domiciliacao de espécies silvestres, aumentando assim o risco de infeccao
por transmisséo vetorial (SILVEIRA et al., 2016). Espécies de triatomineos nativos
ou silvestres sdo continuamente observadas a invadir e colonizar ambientes
artificiais. A expansdo das areas habitadas por seres humanos, incluindo cidades,

pode perturbar locais onde os ciclos naturais do T. cruzi ocorrem, permitindo a
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domiciliacdo de triatomineos silvestres, e também a manutencido de reservatorios
sinantrépicos perto de habitagcdes. Neste contexto, atualmente no Brasil quatro
espécies de triatomineos merecem atencao especial na transmissao do T. cruzi aos
seres humanos: Triatoma brasiliensis, Panstrongylus megistus, Triatoma
pseudomaculata e Triatoma sordida (PESSOA et al., 2016).

Estudos realizados para melhor compreensao da distribuicdo geografica das
espécies vetoras no Brasil, revelam que no Rio Grande do Sul (localizado na parte
sul do pais), os triatomineos mais comuns sdo o Triatoma circummaculata e o
Triatoma rubrovaria; em Minas Gerais (localizada na regiao sudeste), 0 mais comum
€ o P. megistus e o T. sordida (SILVEIRA et al., 2016). Por sua vez, o nordeste
brasileiro € uma regido que precisa de atencdo especial em relacido a doenca de
Chagas e a presenca de vetores no seu territorio. Ja se sabe que o nordeste do
Brasil € considerado a regido mais importante para a tripanossomiase americana,
onde espécies nativas de triatomineos sdo muito difundidas, e particularmente no
estado da Bahia encontra-se a maior diversidade de espécies de triatomineos do
pais. No estado de Pernambuco, as espécies com maior incidéncia sao T.
pseudomaculata, Triatoma brasiliensis e o Pastrongylus lutzi. No Ceara as espécies
encontradas sao P. lutzi, T. pseudomaculata, T. brasiliensis e Rhodnius nasutus. Na
Bahia, as espécies mais frequentes sdo o T. sordida, Triatoma sherlocki, Triatoma
lenti, Triatoma tibiamaculata, Pastrongylus geniculatus e T. pseudomaculata. Em
algumas regides da Bahia pode ser ainda encontrado o T. infestans, um dos
principais vetores da doenca de Chagas (BARBOSA-SILVA et al., 2016; SILVEIRA
et al., 2016).

Embora a erradicacdo de vetores seja pouco pratica, programas de controle
dos mesmos mostraram eficacia cada vez maior, e isso é representado pela
diminuicdo do numero de soroprevaléncia da doenga de Chagas no Brasil ao longo
dos anos. Em um estudo realizado entre 1975 (ano em que teve inicio o programa
de controle da transmissdo vetorial da doenga de Chagas no pais) a 1981,
observou-se soroprevaléncia de 8,8% nos estados do sul e sudeste, como o Rio
Grande do Sul e Minas Gerais, e 5,4% na Bahia. Em outro estudo no Brasil, foi
observada uma diminuig¢ao significativa no percentual de soroprevaléncia de 2001 a
2008 entre criangas na faixa etaria de 0 a 5 anos de idade. Neste estudo os autores
apontaram que a taxa de infeccdo atual, com incidéncia de novos casos de
soroprevaléncia positiva, foi de 0,03% (SILVEIRA et al., 2016).
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Embora a via de transmisséo do T. cruzi vetorial seja considerada uma das
principais, sendo a segunda maior responsavel pelos casos de infeccdo humana no
Brasil (DIAS et al., 2016b), a doenga de Chagas pode ser transmitida ao homem por
mecanismos nao vetoriais, tais como transfusado de sangue e transmissao vertical de
mae para filho. O risco de aquisicao da doenga de Chagas, apés transfusao de uma
unidade de sangue a partir de um doador infectado é inferior a 10-20%, e depende
de varios fatores, incluindo a concentragédo de parasitos no sangue do doador, o
componente do sangue transfundido, e, talvez, a cepa do parasito (RASSI JR;
RASSI; MARIN-NETO, 2010). Por sua vez, o risco de transmissao vertical apresenta
ocorréncia mais rara e tem sido em muito atribuido a genética do parasito pelas
grandes divergéncias regionais verificadas em areas endémicas do continente
americano (LUQUETTI et al., 2015).

A doenca de Chagas esta cada vez mais sob controle na América Latina, mas
estd se disseminando com a migracdo de latino-americanos. A carga criada pela
infeccdo chagasica é atualmente similar ou superior a de outras doencas
globalmente importantes. Varios paises em que a doenga de Chagas nao foi
considerada como sendo endémica até a década de 1990, estdo identificando casos
positivos entre os imigrantes e transmissées pontuais principalmente mediante
transfusdes sanguineas, sendo que transmissdes até mesmo por transplantes de
orgaos ja foram notificadas (BRASIL et al., 2016).

Entre outros mecanismos de transmissdo da doenga de Chagas, encontra-se
a ingestdo de alimentos ou liquidos contaminados com T. cruzi, e ainda mais
raramente a transmissdo a partir de acidentes em laboratérios que lidam com
parasitos vivos. A doenca de Chagas transmitida oralmente é geralmente
responsavel por surtos regionais de infeccdo aguda em areas geralmente providas
de domicilios com elevada presenca de insetos vetores. Surtos em diferentes
regides do Brasil, Coldbmbia e Venezuela ja foram atribuidos a infeccdo oral
associada com o consumo de alimentos contaminados, principalmente de origem
vegetal, como a cana-de-agucar e frutas, como goiaba e agai. Em 2008, em
Ibipitanga-Parana, Brasil, transmissées orais da doenca de Chagas ocorreram a
partir da ingestao de caldos de cana-de-agucar preparados em uma usina de agucar
abandonada, onde espécimes de T. sordida contaminados com T. cruzi foram
capturados. Ingestado de alimentos contaminados, como caldo de cana-de-agucar, o

suco da fruta acai, ou carne crua sao geralmente associados com infestagcao
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parasitaria macica, resultando em manifestagdes clinicas mais graves e uma fase
aguda de alta mortalidade (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; DIAZ-ALBITER
et al., 2016; PESSOA et al., 2016).

O ciclo de vida do T. cruzi € complexo, com varios estagios de
desenvolvimento no inseto vetor e no mamifero hospedeiro vertebrado. As formas
tipicas do parasito identificadas em hospedeiros mamiferos sdao as formas
tripomastigotas nao replicativas na corrente sanguinea e as formas amastigotas
intracelulares replicativas, enquanto que formas epimastigotas replicativas e
tripomastigotas metaciclicas infectantes sdo as formas evolutivas verificadas no
vetor triatomineo (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Durante a fase aguda da doenga de Chagas humana, todos os tipos de
células nucleadas no hospedeiro humano sao alvos potenciais para a infecgao. Com
o desenvolvimento da resposta imunitaria, a parasitemia € reduzida e o numero de
parasitos nos tecidos também pode diminuir substancialmente, sinalizando o fim da
fase aguda. Esta fase da infeccdo dura em média 4-8 semanas, e esta € seguida
pela fase crénica ao longo do tempo de vida do hospedeiro. A fase aguda é
geralmente assintomatica ou pode apresentar-se como uma doenga febril auto-
limitada. Os sintomas, quando presentes, aparecem geralmente 1-2 semanas apos a
exposigao aos triatomineos infectados, ou até alguns meses apds a transfusdo de
sangue infectado. Mais raramente na fase aguda, em menos de 5-10% dos casos
sintomaticos, pode ser verificada a ocorréncia de morte como um resultado de
miocardite grave e/ou meningoencefalite. No entanto, uma vez que o parasito nao é
completamente eliminado, a infeccdo de tecidos especificos, tais como musculo ou
ganglio entérico, persiste indefinidamente no decorrer da vida do hospedeiro
(CANCADO, 2002; RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Em geral, as manifestagbes sintomatolégicas da doenga aguda, quando
presentes evoluem para resolugédo espontédnea em cerca de 90% dos individuos
infectados, mesmo se a infeccdo nao for tratada com farmacos tripanocidas
especificos. Por sua vez, aproximadamente 60-70% dos pacientes assintomaticos
na fase aguda nunca desenvolvem a doenca clinicamente e na fase crbénica
apresentam a forma indeterminada da doenga de Chagas, que é caracterizada pela
positividade para anticorpos contra T. cruzi em soro, mas eletrocardiogramas
normais, e exames radioldgicos do peito, do eséfago e do célon normais. Os demais

pacientes infectados, aproximadamente 30-40%, irdo desenvolver, geralmente 10-30
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anos apos a infecgao inicial, uma das formas determinadas caracteristicas da fase
cronica, ou seja, a forma cardiaca (evolugéo da cardiopatia chagasica crénica), a
forma digestiva (evolugdo de megaesdfago e/ou megacdlon) ou mais raramente a
forma mista cardiodigestiva (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).
Aproximadamente 14.000 individuos infectados pelo T. cruzi morrem
anualmente e o envolvimento cardiaco na fase crénica da infecgdo representa a
principal causa de mortalidade entre os pacientes chagasicos (SCHMUNIS; YADON,
2010; GUARIENTO et al., 2011). As anormalidades miocardicas observadas na fase
crbnica sdo extremamente variaveis, sendo verificadas desde formas leves, como
aneurismas apicais e anormalidades somente da funcdo diastdlica do ventriculo
esquerdo, a dilatacdes significativas das camaras cardiacas juntamente com grave
disfuncao sistolica (HSU et al., 2016; MARIN-NETO et al., 2009; SANTOS et al.,
2012; SANTOS et al., 2016). Os mecanismos imunopatologicos envolvidos nesse
processo ainda necessitam ser mais bem elucidados e podem ser decisivos para
melhor explicar as divergéncias na evolugao clinica dos pacientes na fase crénica da
infeccdo, inclusive aquelas diferengas verificadas em uma mesma forma

determinada, como os diferentes achados clinicos da forma cardiaca.

2.2 Quimioterapia da doenga de Chagas

A quimioterapia especifica € recomendada para o tratamento da doenca de
Chagas principalmente quando o tratamento € iniciado mais cedo, pois na fase
aguda da infecgao sdo maiores as chances de cura parasitolégica e consequentes
beneficios clinicos para o hospedeiro. Desde 1970 até os dias atuais a quimioterapia
para doenca de Chagas é restrita a dois medicamentos, o benznidazol (BZ) e
nifurtimox (NFX), os quais contém um grupo nitro ligados respectivamente a um
imidazol e a um anel furano. O BZ apresenta um melhor perfil de seguranga e
eficacia, e, portanto, é usado como tratamento de primeira linha (SATHLER-
AVELAR et al., 2012; TROCHINE et al., 2014).

O NFX é encontrado na forma de comprimidos contendo 150 mg de principio
ativo. A dose recomendada é de 15 mg / kg / dia em criangas ou casos agudos, e 10
a 80 mg / kg / dia em adultos, durante 60 dias consecutivos de tratamento. A dose
oral diaria é dividida em trés vezes (ANDRADE et al., 2011).
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O BZ ¢é encontrado como comprimidos de 100 mg de principio ativo. A dose
recomendada é de 10 mg / kg / dia em criangas ou casos agudos, e 05 mg / kg / dia
em casos cronicos, durante 60 dias consecutivos, divididos em duas doses diarias. A
dose diaria maxima recomendada é de 300 mg. Para adultos com peso superior a
60 kg, a dose total esperada deve ser calculada, podendo o tempo de tratamento ser
estendido para além de 60 dias. Assim, os pacientes com um peso de 65 kg podem
receber 300 mg por dia durante 65 dias, e os pacientes com um peso de 70 kg
recebem esta dose diaria durante 70 dias, num maximo de 300 mg (ANDRADE et
al., 2011).

No Brasil, o0 NFX encontra-se com utilizagcdo descontinuada, devido a suas
taxas de curas menores e maior numero de efeitos colaterais quando comparado ao
BZ, sendo apenas este ultimo, utilizado para o tratamento etiolégico da doenca de
Chagas com maior propor¢ao de eficacia tripanocida observada durante a fase
aguda, na infec¢ao congénita e na fase crbnica recente. Apesar dos baixos niveis de
cura observados na maioria dos pacientes submetidos ao tratamento durante a
doenga de Chagas cronica, alguns estudos tém sugerido que o tratamento com BZ
deve ainda ser recomendado durante a doenga de Chagas crbnica, uma vez que
podera limitar a progressao da doenga, independentemente da falta de depuragao
completa do parasito (SATHLER-AVELAR et al., 2012).

Um dos principais fatores que podem influenciar o potencial de depuragéo do
parasito, bem como o controle da morbidade apds o tratamento para a doencga de
Chagas, € a agao cooperativa entre os efeitos do farmaco e a resposta imunoldgica
hospedeira (SATHLER-AVELAR et al., 2012). Estudos utilizando modelos
experimentais de infeccdo aguda demonstraram que a atividade antiparasitaria do
BZ envolve a participagao de citocinas pro-inflamatérias, tais como o interferon-y
(IFN-y), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina (IL) -12, bem como
modificagdes covalentes de macromoléculas por intermediarios nitro redutores
(estresse redutor) (GUEDES et al., 2010). Neste contexto, o efeito tripanocida do BZ
tem sido relatado por envolver a redugdo de um grupo nitro a um anion radical nitro
que é capaz de se ligar covalentemente a varias macromoléculas do parasito, tal
como o seu DNA, inibindo as suas fungdes (SESTI-COSTA et al., 2014).

Por outro lado, o NFX age por reducdo do grupo nitro para formar radicais
nitro de anions instaveis, que reagem para produzir metabolitos de oxigénio reduzido

altamente toxicos, tais como o anion superdxido e o peroxido de hidrogénio
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(BUSCHINI et al., 2009; GUEDES et al., 2010). Outro possivel mecanismo de acgao
tripanocida do NFX envolve a sua capacidade para formar um metabdlito radical
anion nitro que reage com os acidos nucleicos do parasito, causando uma quebra
significativa no DNA (BUSCHINI et al., 2009).

Apesar dos esforgos intensos para conseguir um meétodo aperfeicoado de
quimioterapia para o tratamento da doenca de Chagas aguda, NFX e BZ continuam
a ser o0s unicos farmacos disponiveis por mais de 50 anos para o tratamento
especifico da infecgdo humana (SATHLER-AVELAR et al., 2012; SESTI-COSTA et
al., 2014; TROCHINE et al., 2014). O tratamento com BZ durante a fase aguda da
doenca € capaz de curar cerca de 60% dos pacientes, entretanto, isso vai depender
principalmente da genética do parasito, e desse modo prevenir ou ndo a evolugao da
infeccao para as manifestagdes clinicas da fase crénica (CANCADO, 2002; SESTI-
COSTA et al., 2014). No entanto, as taxas de cura ndao excedem 20 a 30% quando o
BZ é administrado na fase crénica. Além disso, o tratamento é longo e relativamente
ineficaz contra determinadas estirpes ou cepas do T. cruzi (SESTI-COSTA et al.,
2014). Outra limitagao relevante é o teor de efeitos colaterais que podem acarretar
na interrupgcao do tratamento, tais como anorexia, fadiga, cefaléias, intolerancia
digestiva, dermatite, hepatite téxica, depressdo da medula 6ssea e polineurite.
Todas essas limitagdes de eficacia e tolerancia incentivam a busca por novos alvos
potenciais para o desenvolvimento de melhores e definitivas opg¢des terapéuticas
(SATHLER-AVELAR et al., 2012; LEPESHEVA, 2013; SESTI-COSTA et al., 2014;
TROCHINE et al., 2014).

Os resultados verificados em recente estudo clinico de quimioterapia com BZ
na fase crbnica demonstraram que apesar do tratamento ter reduzido
significativamente a deteccdo do parasito em pacientes com a forma cardiaca da
doenga de Chagas estabelecida, ndo houve redugao da deterioragdo cardiaca apds
cinco anos do tratamento (MORILLO et al., 2015). Esses dados reforgam ainda mais
a necessidade de novas opcgOes terapéuticas, que possam realmente trazer
beneficios ao progndstico clinico dos individuos que se encontram na fase crénica
da infeccdo. Entre as buscas por novas opcdes terapéuticas encontram-se os
estudos com Inibidores da Biossintese de Ergosterol (EBIs), amplamente utilizados
no tratamento de infecgbes fungicas, tais como o itraconazol, albaconazol,

posaconazol, ravuconazol e fexinidazol (LEPESHEVA, 2013).
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Semelhante a fungos, o T. cruzi € completamente dependente dos esterois
produzidos endogenamente (ergosterol e seus derivados alquilados) que sdo vitais
para o0s processos de sintese de membranas do parasito, divisdo celular,
crescimento e desenvolvimento. Portanto, a ideia de triagem dos agentes
antifungicos existentes como potenciais medicamentos para o tratamento etiolégico
especifico da doenca de Chagas € muito razoavel, especialmente porque eles ja
estdo no mercado e sdo muito mais seguros do que o BZ ou NFX (LEPESHEVA,
2013).

Itraconazol, um derivado de triazol de cetoconazol foi estudado, apresentando
melhores resultados. O tratamento de ratos infectados com 120 mg de itraconazol /
kg / dia durante 7 - 9 semanas resultou na cura parasitolégica como determinado por
hemoculturas negativas, apresentando sorologia negativa para T. cruzi e auséncia
de parasitos em cortes histolégicos apds a conclusdo da terapia. Tratamento de
seres humanos com doenga de Chagas crbnica com itraconazol produziu cura
parasitologica em 53% e normalizacdo do eletrocardiograma (ECG) em 48% dos
pacientes apdés quatro anos de seguimento. Além disso, em 20 anos de
acompanhamento, 54,3% dos pacientes foram negativos em todos os testes
parasitologicos utilizados, e 60% destes casos tinham tragos de ECG normal
(LEPESHEVA, 2013). Contudo, quando comparado ao BZ, o itraconazol ainda
apresenta uma taxa de cura bem menor, o que néo justificaria seu uso como terapia
de primeira linha.

Em 2012, teve inicio os ensaios clinicos do posaconazol (um derivado do
itraconazol) e do ravuconazol (um derivado de voriconazol) para o tratamento da
doenca de Chagas na Espanha, Bolivia e Argentina. O ravuconazol requer
otimizacao adicional, uma vez que s6 produz efeito supressor em modelos animais
da doenga de Chagas, provavelmente, em grande parte devido a sua
farmacocinética, particularmente com baixa biodisponibilidade. O posaconazol, que
tem sido extensivamente estudado como farmaco candidato a terapia tripanocida, foi
provado ser altamente potente in vivo contra a infeccdo, incluindo varias cepas
nitroderivados resistentes do T. cruzi, €, infelizmente, muito caro devido ao seu
complexo e baixo rendimento de esquema sintético e pode apresentar limitacoes
com relacdo a baixa biodisponibilidade. Embora o posaconazol tenha curado um
paciente com doenca de Chagas crénica, o custo do paciente para o hospital foi de

8.000 euros. Em adig¢ao, nao foram verificados resultados promissores, onde em um
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estudo de triagem clinica com posaconazol feito por Molina et al. (2014), resultou em
uma significativamente maior percentagem de insucessos de tratamento quando
comparados com o tratamento com benzonidazol, apresentando uma média de 85%
de positividade para presenca de DNA de T. cruzi no exame de PCR, contra apenas
6% no grupo tratado com BZ. Neste sentido, sdo ainda necessarias as buscas por
outros agentes que apresentem elevada eficacia tripanocida e um menor custo
potencial (LEPESHEVA, 2013; MOLINA et al., 2014).

Um novo derivado de triazol, o albaconazol, tém exibido atividades in vitro
contra o T. cruzi comparaveis aos dos medicamentos mais potentes testados contra
este organismo, e estudos bioquimicos detalhados indicaram que o seu mecanismo
de acao é devido a uma interferéncia especifica no esterol C-14a-desmetilase do
parasito. No entanto, a eficacia in vivo contra o T. cruzi requer potentes atividades
antiparasitarias intrinsecas e propriedades farmacocinéticas especiais (semi-vidas
terminais longas e grandes volumes de distribuicdo) (GUEDES et al., 2004). Em
estudo realizado por Guedes et al. (2004) foi verificada a resisténcia da cepa
Berenice-78 ao albaconazol, no entanto para cepa Y do T. cruzi apresentou
promissor resultado.

No inicio dos anos 1980, o nitroimidazol fexinidazol demonstrou ter atividade
contra T. cruzi, Tricomonas, e Entamoeba histolytica. Mais recentemente, a molécula
foi "redescoberta" e selecionada para a iniciativa de desenvolvimento dos
Medicamentos para Doengas Negligenciadas (DND i) na exploracédo de
nitroimidazois novos e antigos, como farmaco potencial para a tripanossomiase
africana e doenca de Chagas. Fexinidazol foi descrito anteriormente em um modelo
murino de infecgdo aguda do T. cruzi com uma eficacia superior ao BZ e NFX. Mais
recentemente, os estudos confirmaram que o fexinidazol é eficaz na cura
experimental em infec¢des do T. cruzi em modelos experimentais nas fases aguda e
cronica da infeccao, incluindo as infecgcbes experimentais com cepas do T. cruzi
resistentes ao BZ. Em doses mais elevadas, o tratamento com fexinidazol alcangou
melhores taxas de cura e prevencao da inflamagao cardiaca do que o BZ. A partir
desses resultados promissores nos modelos experimentais, o fexinidazol esta sendo
amplamente estudado como farmaco tripanocida que pode ser um grande e
potencial aliado no tratamento da doenga de Chagas (BAHIA et al., 2014).

Mesmo com todos esses estudos e buscas de novos farmacos, ainda néo

existe uma opcao terapéutica eficaz a elucidacdo completa do parasito em todos os
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estagios da doenca de Chagas e que acarrete em melhorias do progndstico clinico
na fase crénica. Diante a essa limitagdo, poderao ser relevantes as buscas por
nutrientes imunomoduladores que conduzam a uma melhor resposta imune no
hospedeiro com possiveis melhoras no prognéstico das formas clinicas sintomaticas

na fase crénica, principalmente a forma cardiaca.

2.3 Oxido nitrico e arginina na resposta imune da doenca de Chagas

O radical 6xido nitrico (NO) é uma pequena molécula que possui multiplas
atividades bioldgicas contra infecgdes por parasitos, tais como esquistossomose,
leishmaniose, tripanossomiase e toxoplasmose. Embora o papel do NO na doenga
de Chagas ainda necessite de maiores elucidagdes, alguns investigadores
demonstraram que os niveis de NO aumentam durante a fase aguda da infecgao,
inibindo a progresséo da doencga pela destruicao do T. cruzi (GONZALEZ-MEJIA et
al., 2014).

A eliminacdo do parasito tem mostrado ser dependente em grande parte da
producao de citocinas pro-inflamatdrias, tais como o interferon-gama (IFN-y), fator de
necrose tumoral-alpha (TNF-a) e interleucina (IL) -12, uma vez que atuam de forma
combinada para ativar macréfagos que vao eliminar os parasitos intracelulares por
meio da produgdo de NO e os seus radicais derivados de azoto e de oxigénio
(Figura 1) (GUEDES et al., 2010).

A

Figura 1 — Envolvimento das citocinas e oxido nitrico na patogenia da doenca de

Chagas.
FONTE: Pavanelli (2008).
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Durante a fase aguda da doenca de Chagas, o TNF-alpha isolado ou em
associacao com outras citocinas é proposto para o controle da replicacdo do
parasito mediante liberacdo de NO por macréfagos e cardiomidcitos. No entanto, os
niveis de TNF-alpha elevados em pacientes com doenga de Chagas crénica podem
contribuir para a lesdo do tecido cardiaco e progressédo da cardiomiopatia chagasica
cronica. O NO é um importante fator citotoxico e citostatico na imunidade mediada
por células a agentes patogénicos intracelulares. No entanto, a produgéo excessiva
de NO pode causar lesdo no hospedeiro, incluindo uma redugado na contractilidade
do miocardio (PEREIRA et al., 2014).

Doadores de NO mostram elevada atividade tripanocida em concentragdes
muito baixas, aumentando a sobrevivéncia de ratos tratados com BZ apds infecgao
com T. cruzi (SESTI-COSTA et al., 2014).

O NO é uma molécula inicialmente caracterizada como um vasodilatador e &
um produto da oxidagdo da L-arginina a L-citrulina por uma familia de enzimas
dependentes de NADPH, coletivamente conhecidas como NO sintases (NOS). A
producdo de NO por NOS induzivel (iNOS ou NOS2) tem agbes antimicrobianas,
dependendo da sua concentracdo, e também pode interferir com a proliferagao
celular e a morte por apoptose. Na infecgdo aguda experimental com T. cruzi,
citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, TNF-a e varios quimioatraentes sao
sintetizados de forma que possam estar envolvidos indiretamente na elucidagao do
T. cruzi pela indugao de iNOS. Contudo, maiores investigagdes sobre o papel do NO
no contexto da infeccdo humana por T. cruzi ainda sdo necessarias. De modo
semelhante, também existem dados experimentais na infeccéo pelo Mycobacterium
tuberculosis em camundongos que sdo consistentemente sugestivos de um papel
benéfico do NO para a resposta imune do hospedeiro, mas ainda ndo existem dados
definitivos da infeccdo em humanos (MACHADO; TANOWITZ; TEIXEIRA, 2010).

Alguns estudos demonstraram que a resisténcia a infecgao por T. cruzi esta
associada a capacidade dos linfécitos para gerar IFN-y, que por sua vez podem
ativar macrofagos para produzir NO, a principal molécula efetora que controla a
multiplicagdo intracelular do T. cruzi. O NO é sintetizado por macréfagos que
expressam a enzima NO sintase induzivel (iNOS), que € induzida por IFN-y, agindo
sinergicamente com o TNF-a. Ambas citocinas consideradas pré-inflamatérias sao

sintetizadas durante a fase aguda da infec¢do pelo T cruzi, concomitantemente ao
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aumento na concentracao plasmatica de nitrito, o produto final da ativagao da via da
L -arginina / NO (MACHADO et al., 2000).

A iINOS nao é uma enzima expressa normalmente, ela é induzida por
citocinas e/ou endotoxinas de varias células, principalmente do sistema imune, como
os macrofagos e linfécitos T, outras células também induzem tal enzima, como as
células endoteliais, condriécitos, neutrofilos, midcitos, plaquetas e hepatdcitos. Sua
producdo pelo organismo continua indefinidamente até que seus co-fatores
necessarios para sua sintese, ou a L-arginina sejam completamente depletados do
organismo, ou até mesmo ocorra a morte celular. A sintese de NO ¢é dividida em
duas etapas. Na primeira etapa, um dos nitrogénios guanidinos da L-arginina sofre
hidroxilagdo para formar a NG-hidroxi-L-arginina (NHA). Provavelmente nesta reacao
o complexo heme da NOS esta envolvido, onde ha a utilizagdo NADPH e oxigénio
(O2). Na segunda etapa desta reagao, pode-se observar a ocorréncia da conversao
da NHA em NO e citrulina. Sao utilizados como co-fatores da reacao a flavina
adenina dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina
(BH4) (DUSSE, VIEIRA, CARVALHO, 2003).

HENYNHQ HQN\(N—OH HN_ 0
NH NH \ﬁ
NADPH NADPH N
0y 07
N~ 00" N~ 00 i 00
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina Oxido nitrico

Figura 1 — Reacédo da sintese de 6xido nitrico catalisada pela 6xido nitrico sintase.
FONTE: Dusse, Vieira, Carvalho (2003).

A produgao de NO ativada por macrofagos € o resultado de um aumento da
expressao da isoforma indutivel da 6xido nitrico sintase (iNOS), a qual sintetiza NO
e citrulina a partir da arginina. Uma vez que a iNOS é expressa, o nivel da produgao
de NO é dependente, em parte, da concentracdo de arginina, a qual € o Unico
doador de azoto fisiolégico para a producdo de NO. Alguns estudos demonstraram

que niveis fisioldgicos de arginina sao limitantes na velocidade para a produgao de
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NO e que a citrulina, o subproduto da producdao de NO, pode ser reciclado para
arginina mediante a sintetase argininosuccinato (AS) e liase argininosuccinato,
aumentando assim a arginina disponivel para produgdo de NO por meio da
expressao de iINOS. A enzima biossintética arginina sintetase e INOS séo co-
induzidas apds estimulagdo de um macréfago, células com |IFN-y ou
lipopolissacarido (LPS), o que correlaciona com o aumento da atividade enzimatica e
producdo de NO. Estes resultados analisados de forma conjunta sugerem que a
producao de NO e a biossintese de arginina sao acoplados e que o aumento da
arginina extracelular ou citrulina podem corroborar com o aumento da producéo de
NO em macréfagos (NORRIS et al., 1995). Neste sentido, a disponibilizagcao de
maior quantidade de substrato para sintese de NO, tal como a arginina, podera
acarretar em beneficios da resposta imune do hospedeiro no controle da replicagao

do T. cruzi e amenizar a evolugao clinica na fase cronica da infecgao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cepa do Trypanosoma cruzi

A cepa Berenice-78 do T. cruzi que foi utilizada na infecgdo experimental dos
animais na presente pesquisa, foi adquirida na Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP), no laboratério de doencgas parasitarias. A cepa Berenice-78 foi isolada em
amostras de sangue da paciente Berenice no Brasil em 1978 por meio de
xenodiagnéstico com ninfas de Dipetalogaster maximus. Berenice é considerada o
primeiro caso clinico de doenga de Chagas humana descrito na literatura, e a cepa
Berenice-78 é considerada sensivel a quimioterapia com BZ. (LANA; CHIARI, 1986;
VELOSO et al., 2001).

3.2 Animais, Suplementacao e Infecgao

Foram utilizados 24 camundongos Swiss fémeas, com 21 dias de vida e peso
aproximado de 20g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Espirito Santo. Os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais:
(1A) seis animais controles néo infectados e suplementados com arginina; (1B) seis
animais controles nao infectados e nao suplementados com arginina; (2A) seis
animais infectados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi e suplementados com
arginina; (2B) seis animais infectados com a cepa Berenice-78 do T. cruzi e nao
suplementados com arginina. Os animais foram submetidos a suplementacao com
arginina na dose diaria de 2% do valor caldrico total diario, o que foi correspondente
ao valor de 0,10g de arginina/dia ou 0,41 kcal provenientes da arginina (VIANA,
2010). A suplementagéao foi via oral aplicada por gavagem na fase aguda, do 72 ao
242 dia de infecgdo, em trés esquemas de aplicacbes durante quatro dias
consecutivos intercalados por trés dias de intervalos entre os mesmos. O periodo de
tempo descrito neste esquema de suplementagdo seguiu o modelo utilizado para
imunossupressao com ciclofosfamida e consequente modulagao da resposta imune

descrito por Santos et al. (2008).



34

A infeccao dos animais pelo T. cruzi foi realizada via intraperitoneal com um
inoculo de 5 x 108 tripomastigotas/0,1mL de sangue.

Todos os procedimentos e protocolos foram realizados de acordo com a
conduta preconizada pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal) e foram previamente avaliados e aprovados pela Comissao
de Etica no uso de Animais da Universidade Federal do Espirito Santo (protocolo n2
43/2015 (Anexo)).

3.3 Parasitemia

As formas tripomastigotas sanguineas foram contabilizadas diariamente na
fase aguda da infeccdo por meio da observacédo direta do sangue a fresco ao
microscopio optico a partir do 4¢ dia de infecgéo até 10 dias apds a negativagao da
parasitemia para a determinacdo do periodo pré-patente, do periodo de paténcia e
da curva de parasitemia. Por meio de um pequeno corte na cauda do animal,
retirava-se SuL de sangue e depositava-o sobre uma lamina. Em seguida colocava-
se uma laminula 22x22mm por cima do sangue e procedia-se a leitura em objetiva
de aumento de 40X. Percorria-se inicialmente toda a lamina (aproximadamente 100
campos) até confirmagao da infeccéo pelo T. cruzi. Uma vez confirmada a infecgao,
nos dias subsequentes a contagem da parasitemia seguia a técnica de Brener
(1962), na qual eram mensurados 50 campos da lamina. O valor de parasitos
encontrados era posteriormente multiplicado pelo valor de correcdo do microscopio

para determinacgao do total de tripomastigotas presentes em 0,1mL de sangue.

3.4 Avaliagao do 6xido nitrico

As amostras de soro coletadas pelo seio venoso retro-orbital aos 60 dias de
infeccdo e armazenadas previamente em freezer -80°C. O kit utilizado foi o
QuantiChromTM Nitric Oxide Assay Kit (D2NO-100) seguiu-se o protocolo do
fabricante para sua realizacdo (ANONIMO, 2010), sendo este um teste colorimétrico

quantitativo de determinacgéo de éxido nitrico.



35

As amostras foram homogeneizadas em PBS 1 x (PH 7,4). Centrifugou-se a
10.000 g ou superior, a 4°C. Procedeu-se entdo a desproteinizagdo das amostras,
misturou-se 150uL da amostra com 8uL de ZnSO4 em tubos de 1,5 mL. Agitou-se e
depois adicionou-se 8uL NaOH, agitou-se novamente e centrifugou-se 10 min a
14.000 rpm. Transferiu-se 100 uL do sobrenadante claro para um tubo limpo.

Preparou-se 500 uL de uma pré-mistura a 100 uM, por meio da mistura de 50
uL de 1,0 mM de padrao e 450 mL de agua destilada. Diluiu-se os padrées em tubos
de centrifuga de 1,5 mL, tal como descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Diluicdo dos padrées de avaliacdo de Oxido Nitrico

Numero Premix + H20 Nitrito (UM)
1 250 uL + 0 pL 100
2 150 pL + 100 pL 60
3 75l + 175 uL 30
4 O pL + 250 pL 0

Adicionou-se 100 uL de cada amostra em microtubos rotulados. Adicionou-se
200 ul de reagente de trabalho a cada amostra e padrédo do tubo e incubou-se
durante 10 min a 60°C. Centrifugou-se os tubos de reagao para sedimentar qualquer
condensacao e transferiu-se 250 uL de cada reacao de separacdo para uma placa
de 96 pocgos. Procedeu-se a leitura da densidade 6ptica em 500-570nm (pico de 540
nm).

Por meio dos padrbes preparados procedeu-se a realizacdo da curva padrao
de oxido nitrico, onde, subtraiu-se a densidade o6ptica do branco (N2 4) a partir dos
valores de padréo e tragou-se a densidade Optica contra concentracdes-padrao.
Determinou-se a inclinacado da reta usando regresséo linear. A concentracao de NO

da amostra era entao calculada pela da férmula:

[Oxido Nitrico] = DOamostrRA— DOgrANCO (M)

Inclinagdo da curva

Sendo, DOamosTrA 0 valor da densidade 6ptica da amostra e DOsranco 0 valor

da densidade 6ptica do branco, respectivamente.
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3.5 Analise morfomeétrica do tecido muscular cardiaco

Fragmentos do coragdo foram obtidos aos 90 dias de infecgdo, apds
eutanasia e necropsia dos animais. Os fragmentos do coragdo foram conservados
em formalina 10% e processados para avaliagao histolégica convencional mediante
as seguintes coloragdes: (I) Hematoxilina e Eosina para avaliagdo morfolégica do
infiltrado inflamatdrio e (Il) Picrosirius red para o estudo de areas de fibrose e

diferenciacao dos tipos de colageno.

3.5.1 Preparacao das amostras e Confecgao das laminas histolégicas

O material foi colocado em alcool 70%, 80%, 90%, absoluto | (100%) e
absoluto Il (100%), permanecendo 40 minutos em cada, nessa respectiva ordem,;
posteriormente o material entrou em contato com xilol para facilitar a penetracao de
parafina no tecido durante o processo de inclusdo. O material desidratado, entao,
seguiu para a fase de clareamento, onde, ficou em contato com xilol | e xilol Il por 30
minutos em cada, nesta respectiva ordem. O material ja clareado foi colocado em
parafina liquida a temperatura de aproximadamente 60° C, onde permaneceu de um
dia para o outro. No outro dia, retirou-se o material da parafina e deixou-o escorrer
para retirada do excesso de parafina. Cada peca entido foi colocada em um molde
com parafina liquida dentro, sendo que a peca deveria ficar no centro do molde,
encostando-se ao fundo do mesmo. Era sempre importante observar o lado da
amostra que era colocado para baixo, pois este que viria aparecer no corte. Apds
isso esperava-se a parafina esfriar e consequentemente endurecer, para entado
desenformar a peca, que assim estava pronta para o corte.

O bloco de parafina ficou armazenado em congelador por alguns minutos,
para adquirir uma consisténcia mais rigida, facilitando o corte. Primeiramente, o
bloco deveria ser posicionado no micrétomo e era realizado o desbaste para retirar a
camada superficial de parafina do bloco e alcangar o material, este corte era feito a
40um. Posteriormente, realizou-se o corte propriamente dito. Para as |aminas foi
utilizado espessura de corte de 4um. A lasca de parafina cortada foi para a agua a
temperatura ambiente, onde ela se “abriu”, posteriormente foi passada para a agua

quente, onde a parafina se distendeu. Entdo, com uma lamina coberta com clara de
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oVvo, ja seca, “pescou-se” a lasca de parafina e a posicionou sobre a mesma. Depois
desse procedimento, as laminas foram para a estufa (60° C), onde permaneceram

de um dia para o outro, para o derretimento da parafina.

3.5.2 Coloragao das laminas histolégicas

Primeiramente a lamina passava por xilol | e xilol 1l, por 30 minutos em cada,
nessa respectiva ordem, para a retida de parafina dos tecidos. Posteriormente a
ldamina passava por um processo de hidratacdo, onde foi colocada em alcool
absoluto |, alcool absoluto Il, alcool 90%, alcool 80%, alcool 70% e por fim agua,
permanecendo em cada um por 5 minutos, seguindo a ordem anteriormente

descrita. Posteriormente iniciava-se a coloragao.

3.5.2.1 Hematoxilina e Eosina

A lamina permanecia em hematoxilina por 1 minuto e 30 segundos,
posteriormente era lavada em agua corrente por 30 minutos. Apés lavada a lamina
ficava em eosina por 40 segundos, seguida de nova lavagem em agua para a

retirada do excesso de eosina e posteriormente deixada para secar ao ar livre.

3.5.2.2 Picrosirius red
A lamina permanecia em corante picrosirius red por uma hora, onde
posteriormente era lavada em agua para retirada do excesso de corante e em

seguida deixada ao ar livre para secar.

3.5.3 Montagem

Com as laminas secas e coradas, acrescentava-se uma gota de resina ao
lado de cada corte a ser observado e posicionava-se a laminula sobre a lamina,
pressionando-a, para que ocorresse o espalhamento da resina e fixagao da laminula
a lamina. Posteriormente, deixava-se a lAmina a temperatura ambiente para sua

secagem e enfim o material estava pronto para ser analisado.

3.5.4 Fotografia das laminas



38

Retirou-se 20 fotos de cada ldmina no aumento de 40x, no caso de células
inflamatorias; para colageno retirou-se 10 fotos de cada Idamina no aumento de 10x.
Esse procedimento foi executado no microscopio Leica DM 5000 com auxilio do
programa LAS (Leica Application Suite). Estas fotos foram salvas em midias de DVD

para posterior analise.

3.5.5 Contagem de células inflamatoérias

Uma das analises realizadas nas fotos foi a contagem de células inflamatdrias
por meio do programa Leica Qwin Plus, em que 20 fotos de cada lamina foram
analisadas para estabelecimento da média de células no corte de tecido avaliado. O
processo inflamatério foi avaliado com base no numero de nucleos celulares
quantificados no musculo miocardico de animais nao infectados e infectados. A
analise seguiu os mesmos parametros de Santos et al. (2016), onde considerou-se
que os animais infectados tinham um processo inflamatério relevante quando o
numero de nucleos celulares fosse maior do que o valor mediano mais um desvio

padrao (DP) quantificado no Grupo nao infectado.

3.5.6 Aferigcao do colageno

Com diferenciagcéo em tipo | e lll, a afericao e quantificagdo diferenciada dos
tipos de colageno também foi realizada no programa Leica Qwin Plus, sendo
analisadas 10 fotos de cada lamina. Nas laminas coradas pelo método de
Picrosirius, € possivel a evidenciagao e diferenciacdo das fibras de colageno por
meio da microscopia de luz polarizada. As alteracbes nas coloragdes das fibras
colagenas, se deve a diferenca em sua birrefringéncia, devido a espessura e
densidade das fibras de colageno. Sendo que as fibras que se apresentam mais
finas e dissociadas, representam um coldgeno menos denso e mais recente,
caracteristicas tipicas do colageno tipo lll, de coloragdo esverdeada, por outro lado,
as fibras mais grossas, indicam um colageno mais antigo, correspondendo ao
colageno tipo | que emite cores como vermelho e amarelo. A fibrogénese e os
isotipos de colageno |, Il e IV foram examinados com luz éptica de campo brilhante
(CAMARGOS, 2015; GONGCALVES, 2014). Todos os pixels com tons verdes,
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amarelos e vermelhos nas secgdes coradas a vermelho de Picrosirius foram
selecionados e a area total respectivamente ocupada por tecido conjuntivo novo,
intermediario e antigo em animais nao infectados e infectados com T. cruzi foi
subsequentemente medida para calcular a quantidade de colagénos tipo | e IlI, ou
tecidos conjuntivos antigos e novos.

Considerou-se que os camundongos infectados tinham uma area de fibrose
quando a area de fibrogénio indicada principalmente por pixels verdes eram
superiores ao valor mediano mais um desvio padrao (DP) quantificado no grupo nao

infectado. Seguindo os mesmos parametros de Santos et al. (2016).

3.6 Ensaio imunoenzimatico celular e inflamatorio

O ensaio imunoenzimatico para TNF-alfa foi realizado utilizando-se o soro
proveniente de cada animal provenientes de coletas de sangue previamente
realizadas pelo seio venoso retro-orbital apés 90 dias da infecgao pelo T. cruzi.

De acordo com o protocolo experimental seguido, primeiramente cobriu-se a
placa de ELISA com 100 uL/pogo do anticorpo de captura diluido 1x em coating
buffer. A placa foi entdo incubada overnight a 4°C. Apds esse procedimento,
aspirou-se os pocos e lavou-os 3 vezes com >250 pL/poco de tampéao de lavagem.
Seguiu-se diluicdo 1 parte de 5x ELISA/ELISPOT diluente em 4 partes de agua
deionizada e posterior bloqueio dos pogcos com 200 pL/pogco do diluente 1X
ELISA/ELISPOT. A placa foi incubada a temperatura ambiente durante 1h e
posteriormente aspirou-se e seguiu-se nova lavagem, pelo menos uma vez com
tampéao de lavagem. Usando o diluente 1X ELISA / ELISPOT, procedeu-se diluicao
dos padrdes e adicionou-se 100 uL /poco da concentracdo padrao fop nos pocos
adequados. Foram realizadas diluigdes seriadas (2x) das concentragcdes top do
padrao para fazer a curva padrao com um total de 8 pontos. Foram adicionados 100
ML/pogco das amostras aos pogos apropriados, selada a placa e em seguida
incubada a temperatura ambiente durante 2 horas (ou durante a noite a 4 ° C na
sensibilidade maxima). Seguiu-se nova aspiragéo e lavagem conforme procedimento
anterior (repetir 3-5 vezes). Foram adicionados 100 pL /pogo do anticorpo de
deteccao ELISA diluido no diluente 1X / ELISPOT. Novamente a placa foi selada e

em seguida incubada a mesma temperatura ambiente durante 1 h. Aspiracéo e
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lavagem como feito anteriormente (repetir 3-5 vezes). Adicdo de 100 pL /pogo de
Avidina-HRP diluida no diluente 1X ELISA / ELISPOT. Novamente a placa foi selada
e seguiu-se a incubagdo da mesma a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Aspiragado e lavagem como feito anteriormente. Os pogos foram deixados de molho
em tampédo de lavagem durante 1-2 min, antes da aspiragdo. Foram repetidas 3-5
lavagens. Posteriormente adicionou-se 100 uL / pogo de solugdo 1X de TMB a cada
poco e se incubou a placa a temperatura ambiente durante 15 minutos. Foram
adicionadas 50 uL de solugdo stop a cada pocgo e procedidas as leituras da placa a
450nm e em seguida a 570nm. Por fim, serdo subtraidos os valores de 570nm dos

de 450nm e foram realizadas as analises dos dados.

3.7 Analise estatistica

Os parametros avaliados foram representados pelas médias de seus valores
e respectivos erros padrdo da meédia ou entdo, pelos valores absolutos com
respectivas médias (graficos de dispersdo). Foi realizada uma analise de variancia e
quando a mesma se apresentou significativa foi seguida por um pos teste para
comparagao multipla das médias de Tukey-Kramer e/ou Benferroni. A andlise das
areas sob as curvas de parasitemia foi realizada pelo calculo individual da area da
curva media de parasitemia de cada camundongo individualmente, seguido pelo
teste T ndo-pareado para comparagéo entre os grupos. Todas as analises foram
realizadas por meio do programa GraphPad Prism, e os testes empregados nas

comparagdes dos grupos foram realizados ao nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

A infecgédo de todos os 12 animais inoculados com o T. cruzi foi confirmada
por exame de sangue a fresco. Em seguida, a avaliagdo da influéncia da
suplementagdo com arginina realizada do 72 ao 242 dia de infecgdo foi sendo
paralelamente monitorada pela quantificagao diaria da parasitemia durante toda a
fase aguda da infeccdao. O Grafico 1 demonstra as curvas de parasitemia das
médias diarias dos parasitos detectados nos grupos de animais infectados IF-Ar e
IF-Ns, os quais foram submetidos ou ndo a suplementagdo com arginina. Periodos
pré-patentes similares de quatro a seis dias foram respectivamente observados nos
grupos IF-Ar e IF-Ns. De modo similar, periodos patentes semelhantes foram
visualizados com 36 dias no grupo IF-Ar e 38 dias no grupo IF-Ns. Observou-se uma
curva bastante plana mostrando niveis de parasitemia com dois picos distintos entre
os animais suplementados com arginina (IF-Ar), com valores médios de 40833,3 e
57500 tripomastigotas/0,1mL de sangue no 112 e no 172 dia de infecgao,
respectivamente. No grupo IF-Ns foram verificados trés picos distintos de
parasitemia com valores médios de 60000, 86666,6 e 93333,3
tripomastigotas/0,1mL de sangue respectivamente no 119, 22¢ e 232 dias de
infeccdo. Contudo, ndo houve diferenga estatistica entre as médias diarias de
tripomastigotas sanguineos e dareas sobre as curvas médias de parasitemia
observadas no Grafico 2 entre ambos os grupos infectados, apesar do resultado
promissor (p = 0,0586), entretanto, com um valor amostral maior, tal diferenca seria
possivelmente identificada, devido ao valor de p observado.

A avaliagcdo dos efeitos da suplementacdo com arginina na presenga ou
auséncia da infecgao pelo T. cruzi sobre os niveis de producdo de 6xido nitrico, foi
realizada pela quantificagdo de 6xido nas amostras de soro coletados de todos os
grupos de animais aos 60 dias de infecgao.

Como pode ser observado nos resultados apresentados no Gréfico 3, nao
houve diferenga significativa entre os diferentes grupos. Contudo, foi possivel
observar que os grupos de animais suplementados com arginina apresentaram
niveis séricos médios de NO iguais a 64,85+6,62 e 70,47+3,49, respectivamente nos

grupos NI-Ar e IF-Ar. Por sua vez, o nivel sérico médio de NO nos grupos néao
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suplementados com arginina, NI-Ns e IF-Ns, foi de respectivamente 63,2616,71 e
61,99+12,20.
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Grafico 1 - Curvas médias de parasitemia obtidas dos animais inoculados com 5 x
10° tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi e suplementados com arginina (Arginina) ou nao suplementados
com arginina durante a fase aguda da infecgdo (Nao Suplementado). Teste
estatistico utilizado: Teste T.
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Grafico 2 - Areas sob as curvas de parasitemias individuais obtidas dos animais
inoculados com 5 x 103 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da
cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e suplementados com arginina (IF-Ar) ou
nao suplementados com arginina na fase aguda da infecg¢ao (IF-Ns). Utilizando Teste
T nao-pareado como teste estatistico.
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Grafico 3 - Avaliacao quantitativa dos niveis de 6xido nitrico mensurados no soro
obtido dos animais inoculados com 5 x 103 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via
intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e suplementados com
arginina (IF-Ar) ou nédo suplementados com arginina na fase aguda da infecgéo (IF-
Ns). Quantificagbes similares foram realizadas no soro extraido dos animais dos
grupos controles nao infectados suplementado com arginina (NI-Ar) e né&o
suplementado (NI-Ns). Estatistica realizada por meio de ANOVA, teste Brown-
Forsythe, seguido do teste de Tukey para comparagdo multiplas das médias.

O TNF-alfa € uma citocina proé-inflamatéria que esta envolvida em diversos
processos inflamatérios do organismo, principalmente na fase aguda, pois os
macrofagos estimulados por ela, irdo produzir metabdlitos téxicos para combater os
micro-organismos e parasitos, sendo um desses metabdlitos, o Oxido nitrico, este, é
uma molécula vinculada diretamente a arginina, pois esta é a unica molécula
precursora de sua sintese (NORRIS et al., 1995; PAVANELLI, 2008).

No Grafico 4 sao demonstrados os niveis de citocina TNF-alfa, no qual
percebe-se diferenga significativa entre os grupos infectados e nao infectados (p
<0,05), comparando-se os grupos infectados entre si, nota-se leve diminuicdo no
grupo suplementado com arginina. Essas observagdes sugerem que a infecgao por
T. cruzi elevou os niveis de TNF-alfa, quando comparados aos grupos nao

infectados, e a suplementagao com arginina melhora esse perfil imune inflamatério.
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Grafico 4 — Avaliagao quantitativa dos niveis de citocina TNF- alfa mensurados no
soro obtido dos animais inoculados com 5 x 103 tripomastigotas/0,1mL de sangue,
via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e suplementados
com arginina (IF-Ar) ou ndo suplementados com arginina na fase aguda da infecgéo
(IF-Ns). Quantificagdes similares foram realizadas no soro extraido dos animais dos
grupos controles nao infectados suplementado com arginina (NI-Ar) e né&o
suplementado (NI-Ns). Estatistica realizada por meio de ANOVA.

A contagem de células inflamatérias no coragdo dos animais, por meio de
coloragcao de Hematoxilina e Eosina, foi realizada pelas imagens computadorizadas
(microscopio Leica DM 5000) com contagem automatica do numero de células
presentes nos tecidos dos animais pelas analises morfométricas computadorizadas
(Leica Aplications Suite/ Leica Q-win plus).

Os resultados demonstraram diferengas significativas entre os grupos
infectados (IF-Ar e IF-Ns) e os grupos nao infectados (NI-Ar e NI-Ns), independente
da presenga ou auséncia de suplementagdo com arginina (p<0,001) (grafico 5). No
entanto, nos animais infectados suplementados com arginina (IF-Ar), foram
detectadas aproximadamente 3% menos células inflamatérias mononucleares em
relacdo ao grupo nao suplementado e infectado (IF-Ns). Por outro lado, mesmo na
inexisténcia de diferengas significativas com relagdo a suplementagdo ou nao com
arginina dentro dos grupos néo infectados e infectados (p>0,05), foi possivel verificar
niveis médios de células iguais a 286,8+17,37 e 279,3+11,36 nos grupos IF-Ns e IF-

Ar, respectivamente.
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Grafico 5 - Celularidade no miocardio de camundongos Swiss inoculados com 5 x
103 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi e suplementados com arginina (IF-Ar) ou n&do suplementados
com arginina na fase aguda da infeccdo (IF-Ns). Quantificagdes similares foram
realizadas no tecido muscular cardiaco dos animais dos grupos controles nao
infectados que foram suplementados com arginina (NI-Ar) e n&o suplementados (NI-
Ns). Estatistica realizada por meio de ANOVA, seguida pelo teste de Tukey.

Na Figura 3, podem ser visualizadas a presenga de células inflamatérias em
um padrao de inflamagéao focal (indicado pelas setas pretas presentes na figura) na
existéncia da infeccao pelo T. cruzi (C e D), comparativamente a auséncia desse
perfil de inflamagao na auséncia da infecgao pelo parasito (A e B).

A avaliagdo do colageno foi realizada por meio de analises morfométricas
computadorizadas utilizando o aplicativo Leica Aplications Suite para retirada de
fotos e Leica Q-win plus para quantificagdo das areas ocupadas por musculo
cardiaco e por colageno.

Como observado no grafico 6, a avaliagao do perfil de fibrose mostrou que
niveis semelhantes de fibrogénese foram detectados em todos os grupos de animais
infectados e nao infectados, suplementados ou ndo suplementados com arginina
durante o estagio agudo da infecgédo. Os niveis de colageno tipo | e colageno tipo Il
foram semelhantes entre todos os grupos, entretanto, apenas os animais infectados
e suplementados com arginina (IF-Ar) diferiram desse perfil, apresentando 127,5%
mais colageno tipo Il do que o colageno tipo I. Os animais nao infectados (NI-Ar e
NI- Ns) e os ndo suplementados e infectados (IF-Ns) apresentaram respectivamente

33,9%, 37,3% e 26,6% menos quantidade de colageno tipo Il em relagdo ao
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colageno tipo | (grafico 6). Esses dados sugerem que a infecgdo pelo T. cruzi
juntamente com maior disponibilidade de arginina, pode exercer um efeito

potencialmente induzivel a fibrogénese no tecido do musculo cardiaco.

Figura 3 — Fotomicrografias de cortes histolégicos do tecido muscular cardiaco de
camundongos Swiss inoculados com 5 x 103 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via
intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e suplementados com
arginina (IF-Ar) ou ndo suplementados com arginina na fase aguda da infecgao (IF-
Ns). Quantificacdes similares foram realizadas no tecido muscular cardiaco dos
animais dos grupos controles ndo infectados e suplementados (NI-Ar) ou ndo com
arginina (NI-Ns). A: NI-Ar (animal n&o infectado e suplementado com arginina); B:
NI-Ns (animal ndo infectado e ndo suplementado); C: IF- Ar (animal infectado e
suplementado com arginina); D: IF-Ns (animal infectado e ndo suplementado com
arginina). As setas indicam focos inflamatarios.

Na tentativa de confirmar se a sintese de colageno regenerativo (tipo Ill)
poderia ser estimulada pela maior biodisponibilidade da arginina na presenca de
infeccao pelo T. cruzi e considerando que o NO ¢é sintetizado por oxidagao da L-
arginina, as quantidades de colageno tipo lll quantificadas no miocardio, foram
correlacionadas com os niveis de NO encontrados no soro de cada animal.
Conforme indicado no Grafico 7, os niveis de colageno tipo Ill e NO foram

positivamente correlacionados (p=0,0358), sugerindo o papel da arginina no
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processo de cicatrizagcao, provavelmente necessario apds o foco inflamatério

desencadeado pelo parasita no tecido do musculo cardiaco.
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Grafico 6 - Quantificagdo das areas de colageno tipo | (antigo) e de colageno tipo Il
(novo) no miocardio de camundongos Swiss inoculados com 5 x 103
tripomastigotas/0,1mL de sangue, via intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do
Trypanosoma cruzi e suplementados com arginina (IF-Ar) ou n&do suplementados
com arginina na fase aguda da infeccdo (IF-Ns). Estatistica realizada por meio de
ANOVA.
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Grafico 7 — Correlagao entre niveis séricos de 6xido nitrico e colageno tipo Ill nos
camundongos Swiss inoculados ou ndo com 5 x 103 tripomastigotas/0,1mL de
sangue, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e suplementados ou nao
suplementados com arginina na fase aguda da infecgdo (NI Ar = Nao infectado e
suplementado; NI Ns= Nao infectado e nao suplementado; IF Ar= Infectado e
suplementado; IF Ns= Infectado e ndo suplementado). Estatistica realizada por meio
do coeficiente de correlagao.



A Figura 4 ilustra os resultados da quantificacao de colageno no miocardio
dos animais. A area de colageno regenerativo provindo da biossintese de colageno

tipo IIl foi verificada principalmente em ambos os grupos de animais infectados pelo

presenca do parasito no coragao.

T. cruzi, o que pode ser consequente ao processo inflamatério desencadeado pela
50 pm C
|

Figura 4 — Fotomicrografias de colageno tipo | (vermelho) e colageno tipo Il (verde)
corados por Picrosirius em cortes histolégicos do tecido muscular cardiaco de
camundongos Swiss inoculados com 5 x 103 tripomastigotas/0,1mL de sangue, via
intraperitoneal, da cepa Berenice-78 do Trypanosoma cruzi e suplementados com
arginina (IF-Ar) ou nédo suplementados com arginina na fase aguda da infecgéo (IF-
Ns). Quantificacées similares foram realizadas no tecido muscular cardiaco dos
animais dos grupos controles ndo infectados e suplementados (NI-Ar) ou ndo com
arginina (NI-Ns). A: NI-Ar (animal ndo infectado e suplementado com arginina); B:
NI-Ns (animal ndo infectado e ndo suplementado); C: IF- Ar (animal infectado e
suplementado com arginina); D: IF-Ns (animal infectado e nao suplementado).

Em adigcao, a realizagdo de outros futuros e complementares estudos poderao
ser convenientes, uma vez que a arginina apresentou uma interessante resposta
imunomodulatdria indicativa de beneficios tripanocidas. Estudos de suplementacdes
de arginina em associagbes com farmacos tripanocidas a serem administrados

principalmente na fase cronica da infecgdo sugerem ser promissores.
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5. DISCUSSOES

Um dos principais obstaculos para o tratamento e prevencao de doencas
parasitarias em seres humanos, principalmente a doenga de Chagas, € a presencga
de muitos efeitos colaterais e a baixa taxa de cura, além do fato da resisténcia de
varias cepas aos medicamentos usuais (SATHLER-AVELAR et al., 2012; SESTI-
COSTA et al.,, 2014; TROCHINE et al., 2014). Dada a falta de opgdes terapéuticas
para a cardiomiopatia de Chagas e a necessidade de uma melhor elucidagdo de
seus mecanismos patogénicos (BAHIA et al., 2014; MARIN-NETO et al., 2009), os
efeitos da adigcdo de arginina durante o estagio agudo da infecgao pelo T. cruzi
foram avaliados na presente investigagao.

Considerando que a cepa Berenice-78 do T. cruzi foi previamente classificada
como suscetivel ao tratamento com benznidazol no estagio agudo da infeccao
(TOLEDO et al., 1995), neste estudo avaliamos a habilidade da arginina para induzir
o controle de parasitos circulantes no estagio agudo da infeccado e, mais tarde, sob
sua atividade no processo inflamatério crénico mensurado no tecido muscular
cardiaco de camundongos Swiss infectados experimentalmente com tripomastigotas
sanguineos da cepa Berenice-78 do T. cruzi.

Como pode ser observado nos resultados, pode-se dizer que a
suplementagdo com arginina induziu uma redugdo na média da area de parasitemia
entre os grupos infectados (p=0,0586). Verificamos que a arginina promoveu uma
curva de parasitemia bastante plana com apenas dois picos distintos e pequenos de
40833 e 57500 tripomastigotas / 0,1 mL de sangue. Estudos anteriores sugeriram
que a arginina possui uma boa atividade tripanocida, provavelmente relacionada ao
papel desta molécula na promocgao da sintese de NO, confiando na capacidade do
NO para induzir a lise do parasito (MACHADO, TANOWITZ e TEIXEIRA, 2010).

Esta hipotese também esta em consonéncia com outro estudo que mostrou
que a arginina fornecida a uma dose de 21 mg / kg / dia durante 15 dias para ratas
Wistar prenhas infectadas com a cepa Y do T. cruzi, induziu a diminuicdo dos niveis
de parasitemia e cargas de amastigotas no tecido cardiaco, embora apresentassem
parasitismo placentario semelhante (COSTA et al., 2014). Com base nos resultados
de Costa et al. (2014) e os do presente trabalho, a maior depuragéo da parasitemia

induzida pela arginina detectada por animais infectados com a cepa Y em
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comparagao com os animais infectados com a cepa Berenice-78 pode ser atribuida
as diferencas encontradas anteriormente no padrdo de viruléncia entre essas duas
cepas do T. cruzi (GUEDES et al., 2007).

A cepa Y se apresentou mais virulenta comparada a cepa Berenice-78,
inclusive demonstrou uma maior infectividade in vitro de células Vero e também,
maior dano cardiaco em caes Beagle em estudo realizado por Guedes et al. (2007).
Estas diferengas podem ser explicadas devido a alteragdes genéticas entre as
cepas, o0 que pode influenciar diretamente na sobrevida do hospedeiro e
principalmente, na resposta ao tratamento (CANCADO, 2002).

A utilizagdo da arginina como um imunonutriente é tao interessante, que em
um estudo Lewis e Langkamp-Henken (2000) demonstraram que com a
suplementagcdo de arginina camundongos jovens, adultos e senescentes
apresentaram uma melhora da resposta imunolégica. Isso indica que a maior oferta
de arginina possibilitaria ao organismo obter uma melhor resposta imune que
contribua positivamente para o combate de infecgdes (COSTA et al., 2014).

Entretanto, é necessario destacar, que a infeccdo presente nos animais pode
ter desencadeado um aumento na necessidade energética. Segundo Pereira e Meira
(1991), o hipercatabolismo e consequente aumento da demanda energética sao
alteracoes metabdlicas que ocorrem com a finalidade de preparar o hospedeiro para
combater o agente agressor. O que interfere na disponibilidade de arginina para
producao de NO, pois ela acaba sendo mobilizada para suprir a demanda energética
do organismo.

Diante da necessidade de descoberta de novas alternativas ao tratamento da
doenca de Chagas, a arginina pode ser uma alternativa a ser melhor investigada,
por estar envolvida diretamente em varias rotas de produ¢cdo de metabdlitos, como
oxido nitrico e poliaminas, que vao estar intimamente ligadas a cura ou cronicidade
dos processos infecciosos, principalmente os relacionados a micro-organismos e
parasitos, como o T. cruzi (PELUFFO et al., 2004). A arginina é considerada a
principal fonte de nitrogénio para a producao fisiolégica de NO pelos macrofagos,
estes, apresentam um efeito téxico em muitos micro-organismos, podendo ser
considerado como um fator chave na resposta imune, o que vai ajudar a manter a
homeostase do sistema imunolégico. A diminuicao da oferta de arginina no corpo
interfere no processo de producdao de NO, elevando assim, a vulnerabilidade do

organismo a infec¢des causadas por patdogenos (COSTA et al., 2014).
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Quando macréfagos contendo INOS realizam fagocitose, a difusdo
transmembrana de NO é facilitada, o que favorece a reagcdo com superdxido
produzindo peroxinitrito, que tem uma atividade tripanocida in vitro. O NO é uma
molécula efetora do sistema imune sendo capaz de causar citotoxicidade a agentes
patogénicos diretamente ou apds a reagdo controlada por difusdo com superdxido
para produzir peroxinitrito (PELUFFO et al., 2004). Devido a sua alta reatividade, o
NO é considerado um componente altamente téxico para varios tipos de micro-
organismos e células, portanto, se apresenta como um componente essencial na
resposta imune inata (COSTA et al., 2014).

Ignarro et al. (1987) e Hibbs et al. (1988), respectivamente, identificaram em
células endoteliais e em macréfagos, a produgao de NO a partir da arginina, sendo
que ela é o unico substrato para a sintese de NO. A enzima 6xido nitrico sintase
indutivel (iNOS), quando estimulada por macréfagos, pode desencadear a génese
de NO em grande quantidade, e desde que isso ocorra em condi¢gbes consideradas
fisiolégicas, o NO vai exercer uma atribuicao notavel ao combate e lise de parasitos,
bactérias, virus, células cancerigenas, e também vai estimular o processo de
vasodilatagdo (COSTA et al., 2014).

Além dos efeitos da arginina em parasitos circulantes durante o estagio agudo
da infecgdo, também investigamos os niveis séricos de NO no 602 dia apds a
infeccao, o que corresponde ao 362 dia apds a suplementagdo com arginina. Embora
nao tenham sido observadas diferengas nos niveis de NO entre todos os grupos
infectados e nao infectados, os grupos infectados apresentaram médias de 70,47 +
3,49 mM e 61,9916,62 mM de NO detectados no soro de animais suplementados
com arginina e animais nao suplementados respectivamente. O grande desvio
padrao nos niveis de NO detectados entre os animais infectados ndo suplementados
impediram a detec¢cado de diferengas significativas entre animais infectados nao
suplementados e suplementados com arginina, mas os niveis médios de NO
detectados no soro de animais infectados e suplementados com arginina indicam
uma tendéncia ao beneficio da arginina em promover a sintese de NO
desencadeada pela infecgéo parasitaria. De acordo com Costa et al. (2014), animais
infectados com a cepa Y do T. cruzi suplementados com arginina apresentaram
valores significativamente mais elevados de NO, embora no estudo em questdo a
cepa do T. cruzi utilizada no modelo de infeccdo experimental e a metodologia

empregada na detecg¢ao dos valores de ON foram diferentes.



52

De acordo com Gonzalez-Mejia et al. (2014) varios estudos demonstraram
que durante a fase aguda da doenga de Chagas ha um aumento na produgédo de ON
pelo hospedeiro. Porém, deve-se atentar com a questdo de que durante a fase
crbnica da infeccao, tal substancia pode exercer efeito contrario, pois, ha um
aumento de radicais livres que contribuem para o estresse oxidativo e podem
consequentemente corroborar com os danos aos 6rgaos dos individuos infectados,
principalmente o coracao (GONZALEZ-MEJIA et al., 2014).

Em estudo, Borges (2008) comprovou que animais deficientes na producéao
de Oxido nitrico apresentaram niveis parasitarios maiores no tecido muscular
cardiaco, quando infectados com a cepa colombiana, o que comprova que o 6xido
nitrico esta estritamente envolvido no combate do parasito na infecgdo chagasica.

De acordo com Machado, Tanowitz e Teixeira (2010), a produgédo de NO pela
molécula NO sintase induziveil (iNOS ou NOS2) tem agbes antimicrobianas,
dependendo da sua concentracdo, e também pode interferir com a proliferagao
celular e a morte por apoptose. Também foi demonstrado que as citocinas IFN-
gama, TNF-alfa e varios quimioatraentes sdo produzidos e considerados relevantes
para a indugao de iINOS e o combate do T. cruzi pelo ON na fase aguda da infecgao
em modelo experimental (MACHADO et al., 2000; MACHADO et al., 2005). A
citocina TNF-alfa tem sido verificada como estritamente relacionada ao processo de
liberagdo de oOxido nitrico por macréfagos no processo de combate a infecgao.
Juntamente com o INF- gama, a citocina TNF-alfa pode induzir a produgéo da
enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) que vai desencadear o processo de
producao e liberagao de NO pelo macrofago (PAVANELLI, 2008).

Em paralelo, avaliamos os efeitos da arginina sob os niveis séricos de
citocinas TNF-alfa produzidas durante o estagio cronico da infeccdo experimental do
T. cruzi. Nossos resultados mostraram que a suplementagdo de arginina durante o
estagio agudo da infeccdo por T. cruzi apresentou uma tendéncia em reduzir os
niveis da citocina inflamatdria TNF-alfa entre os animais infectados e tratados com
arginina. Os niveis mais altos de TNF-alfa foram detectados entre animais infectados
nao suplementados, sugerindo um pior prognostico para a evolugdo crénica da
infeccédo pelo T. cruzi na auséncia de arginina fornecida no estagio agudo da
doenca. Embora até hoje em dia a patogénese da fase cronica nao seja totalmente
compreendida, os niveis elevados de TNF-alfa demonstraram estar envolvidos na
morbidade cardiaca na doenga de Chagas (CHAVES et al., 2016; MEDEIROS et al.,
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2017; SOUSA et al 2014). De acordo com Santos et al. (2012), o aumento do TNF-
alfa mediou a génese da disfungdo sistdlica cardiaca em cachorros mestigos
infectados cronicamente com a cepa Berenice-78 do T. cruzi.

Para avaliar se a parasitemia mais baixa e a tendente redugédo dos niveis
séricos de TNF-alfa induzidos pelo fornecimento de arginina afetariam o desfecho do
processo inflamatério miocardico, o nimero de células inflamatérias mononucleares
e a analise da fibrinogénese foram verificados no tecido do musculo cardiaco. O
suplemento de arginina ndo impediu o miocardio danificado relacionado a
cardiomegalia na doenga de Chagas, embora 3% menos células inflamatérias
mononucleares tenham sido detectadas entre os animais infectados com T. cruzi e
suplementados com arginina em comparagdo com aqueles infectados e nao
suplementados. Como esperado, os grupos infectados apresentaram um perfil
inflamatdério no miocardio bem mais acentuado do que os grupos nao infectados,
indicando o papel da infeccdo parasitaria para desencadear cronicamente o dano
inflamatoério miocardico em camundongos Swiss infectados com T. cruzi. Outros
estudos experimentais com modelo cdo de infecgcao por T. cruzi demonstraram os
efeitos do parasito em dano cardiaco de longo prazo, com altos niveis de células
inflamatérias mononucleares que provocam fibrose miocardica extensa que
apresentou correlagéo positiva com a gravidade da doenga (CALDAS et al., 2013;
SANTOS et al., 2016).

Os resultados observados na analise do tecido muscular cardiaco, indicam
claramente como a presenca do parasito no tecido induz a uma maior presenca de
células inflamatdrias. Por sua vez, a suplementagdo com arginina ndo apresentou
resultados significativos, apesar da acgao tripanocida do NO, que é um produto da
arginina. Essa atividade tripanocida do NO encontra-se descrita por varios autores,
tais como Gonzalez-Mejia et al. (2014), Machado et al. (2000), Pereira et al. (2014) e
Sesti-Costa et al. (2014).

E interessante salientar que uma sobrecarga de arginina pode acabar sendo
prejudicial ao hospedeiro, visto que altas concentracées de NO podem corroborar
com as lesdes teciduais no paciente, podendo inclusive piorar o progndstico
principalmente na fase crénica da infecgdo chagasica, incluindo uma redugédo na
contratilidade do miocardio (PEREIRA et al., 2014).

Neste sentido, o combate de parasitos circulantes induzidos pela arginina e

NO e consequente melhoria do processo inflamatdério do coragao ainda precisa ser
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melhor compreendido, uma vez que a arginina também é precursora da ornitina, a
qual esta envolvida no processo de cicatrizagdo e regeneragao tecidual,
desempenhando assim, um papel crucial na proliferacao celular e fibrinogénese
(COSTA et al., 2014; CHOW e BARBUL, 2012).

Dentre as principais apresentag¢des clinicas da doenga de Chagas, destaca-se
a cardiopatia chagasica, que engloba desde faléncia cardiaca, até fibrilagbes.
Contudo, ainda nao estdo devidamente esclarecidos quais fatores desencadeiam as
lesdes teciduais na fase crénica. Acredita-se que a agressao direta do parasito ao
tecido e sua permanéncia no mesmo, seja a principal causa da inflamacéao e lesao
tecidual (GONCALVES, 2014; SANTOS, 2010). Estas lesbes teciduais ocorrem
devido a destruicdo das fibras cardiacas e a intensa fibrose para recuperacao do
tecido afetado e consequente substituicido das células lesadas, o que acaba
culminando com a diminuicdo da massa muscular miocardica e hipertrofia dos
cardiomiocitos (GONCALVES, 2014; SANTOS, 2010). Sabe-se que a fibrose do
miocardio constitui um dos principais problemas na doenca de Chagas crbnica, pois
compromete a contratilidade do tecido muscular cardiaco. Isto ocorre, devido a
substituicdo do tecido muscular lesado por fibras de colageno, que acredita-se que
tenha a funcdo de preenchimento de tais lesdes. Este processo culmina em
desencadear a perda de tecido contratil, o que acaba levando a um processo de
insuficiéncia cardiaca congestiva (BORGES, 2008).

No presente estudo ndo houve diferengas entre os grupos infectados e nao
infectados com relagao aos teores dos diferentes tipos de colageno detectados no
miocardio dos animais, contudo foi verificada a correlagdo positiva dos teores de
colageno novo com os niveis de oxido nitrico, indicando que a sintese de colageno
pode ser estimulada pela maior disponibilidade de arginina na infecgao pelo T. cruzi.
Desta forma, essa correlagdo pode ser justificada pelo papel da arginina como
estimuladora da producdo de colageno e consequente auxilio no processo de
cicatrizacéo de feridas (CHOW; BARBUL, 2012).

Uma analise global de nossos resultados mostrou que a arginina apresenta
efeitos imunomoduladores na infeccdo experimental pelo T. cruzi, melhorando a
depuracao de parasitas circulantes e o perfil inflamatério da resposta imune do
hospedeiro. No entanto, o ajuste adequado da dose e o periodo de administragcéo da
arginina sao essenciais para evitar a exacerbacao da fibrinogénese cardiaca que

pode ser prejudicial para o paciente, especialmente na fase crénica da infecgédo. As
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abordagens futuras com arginina combinada com drogas tripanocidas podem ser
desenvolvidas para encontrar novas perspectivas para a cura e controle da doenca

de Chagas, devido aos limites de eficacia das drogas em uso clinico.
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6. CONCLUSOES

A analise conjunta dos dados obtidos neste estudo possibilitou concluir que a
arginina apresenta um efeito potencialmente benéfico a resposta imune do
hospedeiro num quadro de doenca de Chagas. Todavia é indispensavel o ajuste
adequado da dose e periodo de administracdo da arginina, sobretudo na fase
cronica da infecgdo. Estudos complementares devem ser realizados para
compreensao dos efeitos da suplementacdo de arginina durante a fase crénica da
infeccao.

Os resultados também permitiram delinear perspectivas futuras interessantes,
tais como ensaios de imunoterapaia com a associagdo de suplementacdo com
arginina e utilizagdo de farmacos tripanocidas que poderdo ser alternativas
promissoras a diminuicido da dose dos farmacos usuais. Tais associacdes poderao
contribuir tanto para elevagdo da eficacia tripanocida do farmaco, como para a
diminuicdo dos efeitos adversos que impactam em grandes limitacdes na

continuidade do tratamento.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SALDE
COMISSA0 DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado” Avaliacio 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 produgdo, manutengio
e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata(exceto o
homem}), para fins de pesquisa cientificalou ensino)encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei 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 Experimentacio
Animal{CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS(CEUA)
DO(A) Centro de Ciéncias da Salide-Maruipe-Vitoria-ES em reunido de 07/08/2015.

Vigéncia do Projeto | Inicio: Agostof2015 Término:Agosto/2017

Especie/Linhagem | Ratos Swiss it o R
N® de Animais | Experimento Piloto: 16 M Protocolo Experimental:48 F Total:64
Peso/ldade | Peso: 20g Idade: 30 dias

Sexo ‘ﬂmhnﬁ_ S

Origem | Mamiferos(Pertencentes a ordem dos roedores)

Je=
ﬁégﬁgm Vitdria (ES), 7 de agosto 2015.
o

. e




