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RESUMO

A Doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi), € uma patologia
infecciosa cronica que apresenta grande incidéncia no Brasil e, nos Gltimos anos, passou
a ser endémica em centros urbanos. E acompanhada por alteragdes no sistema imune
com variacdes nos niveis séricos das citocinas pro-inflamatérias. O tratamento
disponivel no Brasil é o benzonidazol, com baixa eficacia na fase cronica e efeitos
colaterais importantes. Sabe-se que os adipocitos sao reservatorios de T. cruzi, aspecto
importante que é a relacdo com as citocinas pro-inflamatérias e com o aumento de
T.cruzi nos adipocitos interferindo na evolucdo da doenca. Sendo assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos da obesidade e das citocinas pro inflamatérias em
camundongos balb/c machos infectados com T. cruzi tratados ou ndo com benzonidazol.
Foram utilizados 120 animais, divididos em seis grupos, sendo 3 com dieta normal e 3
com dieta hipercalérica. Esses foram avaliados em cinco momentos: M1-1°dia, M2-
3°dia, M3-5°dia, M4-7°dia e M5-8°dia. Para infeccédo utilizou a cepa aguda Y, com pico
de parasitemia no sétimo dia (M4). A eutanésia foi realizada em cinco animais de cada
grupo, em cada momento. Para determinagdo das citocinas utilizou o Kits de CBA —
Cytometric Beads Array, através de citbmetro de fluxo. Além disso, foi verificado o
peso da gordura. O medicamento foi ofertado na dosagem de 100 mg/Kg/dia. A anéalise
estatistica foi realizada por medidas descritivas com o célculo de média, desvio padrao,
minimo, maximo e mediana, testes ANOVA, Tukey, Wald e Qui-quadrado. Dentre 0s
resultados observa-se que houve aumento do peso relativo e de gordura corporal entre
0s consumiram dieta hipercaldrica, classificando-os com obesidade. Além disso, pode-
se verificar que as alteracbes metabodlicas e inflamatdrias estdo mais elevadas nos
grupos obesos, sendo eles infectados ou ndo, com ou sem tratamento. Portanto o estado
nutricional tem uma grande influencia no processo infeccioso pelo T. cruzi. O presente
estudo revelou que a obesidade desencadeia alteracdes inflamatorias detectadas pelas
citocinas pro inflamatdrias e metabdlicas, e que a associacdo com o processo infeccioso
agravou esse processo. O tratamento com benzonidazol contribuiu para uma resposta
melhor com menos alteracdes metabdlicas e inflamatorias

Palavras chave: Obesidade, Citocina IL6 e TNFa e Doenga de Chagas



ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi (T. cruzi), is a chronic infectious disease
that has a high incidence in Brazil and, in recent years, has become endemic in urban
centers. It is accompanied by changes in the immune system with variations in serum
levels of pro-inflammatory cytokines. The available treatment in Brazil is
benzonidazole, with low efficacy in the chronic phase and important side effects. It is
known that the adipocytes are reservoirs of T. cruzi, an important aspect that is the
relation with the pro-inflammatory cytokines and with the increase of T. cruzi in the
adipocytes interfering in the evolution of the disease. Therefore, the objective of the
present study was to evaluate the effects of obesity and proinflammatory cytokines in T.
cruzi infected or non-treated male balb / ¢ mice with benzonidazole. A total of 120
animals were used, divided into six groups: 3 with normal diet and 3 with hypercaloric
diet. These were evaluated in five moments: M1-1 day, M2-3 day, M3-5 day, M4-7 day
and M5-8 day. For infection, the acute Y strain was used, with a peak of parasitemia on
the seventh day (M4). Euthanasia was performed in five animals from each group, at
each moment. In order to determine the cytokines, the CBA-Cytometric Beads Array
Kits were used by flow cytometer. In addition, the fat weight was checked. The drug
was offered in the dosage of 100 mg / kg / day. Statistical analysis was performed by
descriptive measures with mean, standard deviation, minimum, maximum and median,
ANOVA, Tukey, Wald and Chi-square tests. Among the results it was observed that
there was an increase in relative weight and body fat among those consuming a
hypercaloric diet, classifying them as obese. In addition, it can be verified that the
metabolic and inflammatory alterations are higher in the obese groups, being they
infected or not, with or without treatment. Therefore, the nutritional status has a great
influence on the T. cruzi infectious process. The present study revealed that obesity
triggers inflammatory changes detected by pro-inflammatory and metabolic cytokines,
and that association with the infectious process aggravated this process. Benzonidazole
treatment contributed to a better response with fewer metabolic and inflammatory
changes

Key words: Obesity, Cytokine IL6 and TNFa and Chagas disease
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CAPITULO 1



REVISAO DE LITERATURA

A Doenca de Chagas (DC) € considerada um dos mais importantes problemas de
salide publica da América Latinal. Recentes evidéncias indicam que a doenga migrou para
regides ndo endémicas que representam uma ameaca social significativa, e atinge em sua

maior parte a populagdo com baixo nivel socioecondmico 2.

Essa patologia representa uma condi¢cdo infecciosa (fase aguda ou crénica)
classificada como enfermidade negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS).2® A DC apresenta elevada carga de morbimortalidade em paises endémicos,

incluindo o Brasil, com expressdo focal em diferentes contextos epidemioldgicos. 4>

A OMS estima em aproximadamente 6 a 7 milh6es o nimero de pessoas
infectadas em todo 0 mundo, a maioria na América Latina.” Estimativas recentes para 21
paises latino-americanos, com base em dados de 2010, indicavam 5.742.167 pessoas
infectadas por T. cruzi, das quais 3.581.423 (62,4%) eram residentes em nacdes da
Iniciativa dos Paises do Cone Sul, destacando-se a Argentina (1.505.235), o Brasil
(1.156.821) e 0 México (876.458), sequidos da Bolivia (607.186).

Na Tabela 1 apresentada pelo Consenso Brasileiro de Chagas 2015 ° é possivel
verificar mudancas em parametros epidemioldgicos especificos para a América Latina

em anos recentes.? 19

Tabela 1 - Mudancas na mortalidade, prevaléncia e incidéncia por transmissao vetorial da doenca de Chagas em
21 paises endémicos da América Latina, nos anos de 1990, 2000, 2006 e 2010

Parametros — estimativas 1990 2000 2006 2010

Nimero de mortes/ano =45.000 21.000 12.500 12.000
Nimero de pessoas infectadas 30.000.000 18.000.000 15.000.000 5.742.167
Casos novos/ano — transmissdo vetorial 700.000 200.000 41.200 29935
Populacao total sob risco 100.000.000 40.000.000 28.000.000 70.199.360

Fote: Adaptado de Pzn American Heaith Organization, 200617 (TDRAWHD, PAHD, WHO}; de World Hezlth Onganizztion, 2015.%

A DC foi descoberta em abril de 1909 pelo médico e pesquisador brasileiro Carlos
Chagas, responsavel pela identificacdo do agente etioldgico e, posteriormente, pela
determinacdo das manifestacdes clinicas, epidemiologicas, do ciclo de vida dos vetores,
dos reservatorios silvestres e dos hospedeiros humanos 1. A doenca parasitaria causada

pelo protozoario T. cruzi, sdo transmitidas por diferentes vias: através das fezes de



triatomineos de insetos infectados, transfusdo de sangue, oral (alimentos contaminados),
a transmissdo vertical e transplantes. Aproximadamente 60% dos pacientes na fase
cronica sdo clinicamente assintomaticos, cerca de 30% manifesta cardiomiopatia, 8%

sindromes megaviscerais e 2% apresentam tanto cardiomiopatia e envolvimento digestivo
11,12,13,14

O parasita apresenta dois estagios no hospedeiro, o0 amastigota, forma replicante
intracelular, e o tripomastigota extracelular, a forma infecciosa. E por isso que o controle
da infeccdo requer uma forte resposta imune humoral e celular; e o resultado da interacédo
parasito-hospedeiro nas fases iniciais da infeccéo é extremamente importante *°. A doenca
apresenta diferentes fases clinicas e imunoldgicas: o periodo agudo € caracterizado pela
a presenga das tripomastigotas na corrente sanguinea, associada com fendmenos
imunossupressores %, o que é assintomatica em 95% dos casos ¢ e remete de forma
espontanea, para entrar em uma fase indeterminada apds 3 ou 4 meses, que pode durar o

resto da vida do hospedeiro, sem sinais clinicos.
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Figure 1. Life Cycle of rypanosoma cruzi.

Figura 1 — O Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (Bern, 2011) */



A fase intermediaria € caracterizada por baixa parasitemia e sorologia positiva e,
nos Ultimos anos, cerca de 30% de pessoas infectadas desenvolvem algum grau de doenca
cardiaca ou digestiva, nesse periodo crénico da infecgdo. Atualmente também tem sido
observado a presenca do parasita na célula adiposa de individuos obesos, que é uma

grande prevaléncia entre os pacientes com DC *°.

Apesar de ser uma Doenca descoberta a mais de um século, ndo existe um
tratamento medicamentoso seguro para essa patologia, até 0 momento a Unica droga
disponivel e utilizada no Brasil € o benzonidazol, recomendada pela Secretaria de

Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde. 181920,

A via de absorcdo é rapida, sendo atraves da via gastrica, sendo absorvida em até
2 a 4h, tendo meia vida de eliminacdo de até 12h em seres humanos, e autores como
Docampo (1984) 21¢ Cancado ( 2000) 2, citam que a medicagao inibi a respiracéo do T.
cruzi, inibindo seu crescimento. O medicamento possui efeitos colaterais importantes,
como as dermatites por hipersensibilidade, polineurite e depressdo da medula dssea 2% 24,
Portanto Coura e Castro (2002)% citam que o benzonidazol reduz a gravidade clinica e
congénita da fase aguda, sendo esse composto atingindo 60% de cura em média, tendo

baixa agdo na fase cronica

Atualmente, apesar dos esforcos no seu controle a DC continua sendo importante
problema de saude publica, com muitos aspectos a serem esclarecidos, dentre eles, a
relagdo entre nutricdo, infeccdo e imunidade. A Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB / Unesp), no Brasil, tem um ambulatorio especializado no atendimento de pacientes
com doenca, no qual 400 pacientes tém sido periodicamente acompanhados 6. A forma
indeterminada da doenca e predominante com idade acima de 50 anos, e nessa faixa etaria
idade os riscos do desenvolvimento de dislipidemia, obesidade e doenca cardiovasculares

séo grandes e a presenca da doenca de chagas pode ser um agravante.

Corroborando, verifica-se que o Brasil tem experimentado grandes mudancas
econdmicas e sociais tais como, o grande éxodo rural, por exemplo, que afetou o estilo
de vida da populacdo, reduziu a frequéncia e intensidade de atividades fisicas e aumento

do consumo de produtos industrializados com alto nivel de gordura e agucar. Esse estilo



de vida predispGe a obesidade, dislipidemia, hipertensao arterial sistémica, hiperglicemia,
e como consequéncia, aumento da prevaléncia de sindrome metabolica. Nesse sentido,
Navarro et al 2013 %" estudaram as consequéncias das alteracdes no estilo de vida
observadas por mudancas nas medidas antropomeétricas dos individuos com DC, dos quais
70% tinham sobrepeso / obesidade, bem como aumento da circunferéncia da cintura e
percentual de massa gorda mais de 30%. Outras conclusfes importantes deste estudo
foram as mudancas no perfil de lipidios, que estdo associados com o aumento do tecido
adiposo visceral 28, Em estudo anterior realizado por Geraix et al, 2007, verificou-se a
presenca de citocinas, pro-inflamatorias e varias mudancas bioquimicas nesses pacientes

tornando-os predispostos a desenvolver sindrome metabdlica °.
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Figura 2. Caracteristicas basicas da diferenciacdo do adipécito da célula precursora até o
adipécito maduro e seus fatores de regulacdo. (Wierzbicki,2008) %

Nesse sentido nota-se que o tecido adiposo ndo é apenas um reservatorio de
energia, mas também um érgédo enddcrino responsavel pela producgéo de citocinas pro-
inflamatdrias, mostrando que a obesidade contribui para esse estado inflamatério e um
consequente aumento susceptibilidade ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares,

aterosclerose, hipertensédo arterial sistémica, resisténcia a insulina e eventos tromboticos
29



O aumento da gordura corporal € um risco importante para individuos com DC,
pois podem causar maior inflamacdo e colaborar para o aparecimento de doencas
metabdlicas e cardiovasculares, sendo possivel verificar em alguns estudos que mostram
principalmente na fase indeterminada. 3%3132 O tecido adiposo € considerado um
reservatorio de T. cruzi, e, responsavel pelo aumento da carga parasitaria, macrofagos e
desequilibrio na regulacéo entre as citocinas pro e anti-inflamatorios levando ao aumento
do risco de danos aos tecidos 3334%, Shoemaker et al **3" e Andrade e Silva 3 os
observaram nos adipdcitos e, analisaram as consequéncias sobre a patogénese da infeccao
em rato, e identificaram que o tecido adiposo e os adipdcitos sdo facilmente invadidos
por, e que os parasitas persistem no tecido muito tempo apds a reducéo da fase aguda 340,
Em outro estudo com camundongos foi avaliada a resposta do tecido adiposo a infec¢ao
por T. cruzi e observado que havia evidéncia de infeccdo, revelando aumento da expresséo
inflamatdria de mediadores e reducdo de triglicérides. Recentes descri¢cGes das a¢bes do
parasita no tecido adiposo e associacdo inflamatoria ainda estdo sendo estudadas no
sentido de entender a possivel relacdo entre a gordura corporal e indices de doencas

cardiacas. 4%

Os adipdcitos sdo células do sistema enddcrino ativa que desempenham um papel
importante na homeostase da energia e o sistema imune “%. Fatores hormonais,
mediadores inflamat6rios, como citocinas, quimiocinas, e componentes da matriz
extracelular também sdo conhecidos como adipocinas. O forte potencial pré-inflamatério
do tecido adiposo sugere um papel importante na resposta imune inata sistémica 3. Dentre
as citocinas e adipocitocinas produzidas pelo tecido adiposo, temos a adiponectina,
leptina, TNF-a, IL-6, IL-1, sendo algumas também produzidas durante a infeccdo
chagésica, tais como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e TNF-o, que séo
responsaveis por uma série de alteracbes metabdlicas como regulacdo do ritmo
metabolico, da resposta imune e da composicao corporal, afetando direta e indiretamente
0 metabolismo #4446 A |L-6 ¢ uma citocina pleiotropica que influencia respostas imune
antigeno especificas e reagdes inflamatorias, sendo um dos maiores mediadores da fase
aguda da inflamacdo. Estimula a producéo de proteinas da fase aguda da inflamacéo nos
hepatdcitos e aumenta a concentragdo de zinco intracelular nestas células #’. A resposta
inflamatdria da fase aguda é estabelecida nos primeiros dias de infeccdo, sendo
caracterizada por reacdo ndo especifica do hospedeiro ao agente agressor, que ocorre

inicialmente no local, depois, torna-se sistémica 8



Estudos experimentais realizados em camundongos com infecgdo chagasica tém
sido fundamentais para determinar o papel dessas citocinas e dos varios tipos celulares,
mediadores e protetores contra a infeccdo aguda. *° Dentre as cepas selecionadas para
estudo experimental, a cepa Y foi isolada por Pereira (1950), e estudada por silva e
nussenzweig 1953, as quais apresentam tripomastigotas delgadas, alta viruléncia e

patogenicidade para camundongos, sendo uma cepa de referéncia para a literatura

As citocinas sdo mediadoras de uma grande variedade de reagGes bioldgicas,
algumas essenciais para a resposta metabolica, hemodindmica, imunoldgica e reparadora
do organismo ao trauma. A complexa interacdo entre as citocinas, 0 sistema
neuroenddcrino cléssico e os varios outros fatores humorais secundarios estimulam a

resposta inflamatdria que visa, em Gltima estancia, a preservacéo da vida >°

A IL-1tem influencia de maneira sinérgica em muitos efeitos do TNF-a, que induz
a sintese de IL-1 pelas células endoteliais e pelos mondcitos. Por sua vez, a IL-1 aumenta
os efeitos do TNF-a, por meio de um provavel feedback de auto-regulacdo. Ambas
citocinas influenciam importantes fungdes imunoldgicas, como estimulacdo de
interleucina-2 (IL-2) e interleucina-8 (1L-8), amplificacdo da proliferacdo de timdcitos ao
estimulo antigénico e aumento da proliferacdo e da resposta de células B. A IL-6,
produzida pelos linfdcitos, estimula, junto com a IL-2 varias fungdes dos linfécitos T e
B, assim como a producao de proteinas de fase aguda pelos hepatocitos além de colaborar

para alteracBes metabdlicas e o desenvolvimento de Doencas Cardiovasculares >

O TNF-a que é produzido pelos mondcitos e macréfagos inibe a atividade da
lipase lipoprotéica, e desencadeia liberagdo de outras citocinas como IL-1 e IL-2 *°,
Destaca- se a também a importancia do TNF-a no controle da parasitemia durante a
doenca aguda.®® No entanto, existem poucas informacdes sobre o papel do TNF-a em

parametros relacionados a inflamacéo ou dor durante a DC na fase aguda.

Vaérios estudos em modelos experimentais e em humanos tém relatado o papel de
citocinas como o TNF-a na regulacéo da resposta imunoldgica na fase aguda da DC, além
de colaborar para o aparecimento das alteracbes metabdlicas e diminuicdo da

adiponectina 2. Em relacio aos niveis de adiponectina, sio produzidas exclusivamente



pelos adipdcitos e podem sofrer diminuicdo por conta do aumento do TNF-a, leptina e
IL-6, elas também podem reduzir significativamente durante Infeccdo pelo T. cruzi de
varias cepas. A reducdo dos niveis de adiponectina sdo normalmente associados com a

resisténcia a insulina, hiperglicemia e obesidade >3,

Em estudo de Combs 2005 *, os marcadores pro-inflamatorios, como citocinas e
quimiocinas foram encontrados elevados no tecido adiposo de camundongos infectados
com T. cruzi, os quais persistiram na fase cronica. A participacdo dessas citocinas tem
sido observada tanto no processo inflamatdrio agudo quanto no crénico.>® Com base
nessas consideracgdes, € de suma importancia avaliar a obesidade em camundongos Balb/c
machos infectados com T. Cruzi e a mesma tem relacdo com as alterac@es imunoldgicas

e histopatolégicas



Titulo Tese: Impacto da Obesidade em Camundongos Balb/c machos
infectados com Trypanosoma cruzi e sua relagdo com aspectos imunoldgicos
e histopatoldgicos

2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da obesidade e das citocinas pro-inflamatérias em camundongos Balb/c

machos infectados com Trypanossoma cruzi tratados ou ndo com benzonidazol.

2.2 Objetivos Especificos

- Correlacionar os efeitos da obesidade com a resposta imune adaptativa mediada por
TNF-o e IL-6 através da realizacdo de dosagem dessas citocinas nos diferentes momentos

do estudo;

- Identificar os niveis de colesterol, triglicérides, acido urico, glicemia nos diferentes

grupos e momentos;

- Realizar andlise histopatoldgica do coragdo e figado para identificar adip6citos, a
presenca de parasitas e as respectivas relacdes com a obesidade no estado infeccioso dos

camundongos.
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Resumo

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito da obesidade e das citocinas pro-
inflamatorias com a infeccdo por Trypanossoma cruzi (T.cruzi) em camundongos Balb/c.
Foram utilizados 60 camundongos machos Balb/c, e separados em 3 grupos, sendo 1 com
dieta normal e 2 com dieta hipercalorica para inducéo a obesidade. Esses foram avaliados
em 5 momentos: M1-1°dia, M2-3°dia, M3-5°dia, M4-7°dia e M5-8°dia. Para infecgédo
utilizou a cepa aguda Y, com pico de parasitemia no sétimo dia (M4). A eutanésia foi
realizada em cada grupo, e momento da infecgéo. Para determinag&o das citocinas utilizou
o Kits de CBA —Cytometric Beads Array. A andlise estatistica foi realizada por medidas
descritivas com o calculo de média, desvio padrdo, minimo, maximo e mediana, testes
ANOVA, Tukey, GAMA e Wald considerando nivel de significancia de 5%. Dentre os
resultados houve aumento do peso relativo e de gordura corporal nos grupos induzidos a
obesidade, classificando-os com obesidade, os quais apresentaram, principalmente dentre
0 infectado aumento de citocinas IL-6 e TNF-a e alteracdes metabolicas. O presente
estudo revelou que a obesidade desencadeia alteracdes e metabolicas inflamatorias, e que
a associacdo com a infeccdo agravou esse processo.

Introducéo

A Doenca de Chagas (DC) € considerada um dos mais importantes problemas de
salde publica da América Latina, e estima em aproximadamente 6 a 7 milhdes o nimero
de pessoas infectadas em todo o mundo, sendo a maioria na América Latina. 2

A patologia é causada pela infec¢do pelo T.cruzi, e para o controle da infec¢édo é
necessario uma forte resposta imune humoral e celular; e o resultado da interacdo
parasito-hospedeiro nas fases iniciais da infecgdo é extremamente importante . A doenca
apresenta diferentes fases clinicas e imunolégicas: o periodo agudo € caracterizado pela
a presenca das tripomastigotas na corrente sanguinea, associada com fendmenos
imunossupressores, o que é assintomatica em 95% dos casos. Sendo assim, vale ressaltar
que o pico de infeccdo da fase aguda, principalmente os infectados pela cepa Y é no 7°dia
de infeccdo, sendo a mesma com alta viruléncia. > *

Atualmente, apesar dos esforcos no seu controle a doenca continua sendo
importante problema de satde publica, com muitos aspectos a serem esclarecidos, dentre

eles, a relacdo entre Nutricdo, Infeccdo e Imunidade. A Faculdade de Medicina de
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Botucatu (FMB / Unesp), no Brasil, tem um ambulatério especializado para o
acompanhamento desses pacientes. Nesse sentido, Um aspecto importante que deve ser
estudado ¢ a possivel relacao entre a doenca de chagas e obesidade.

O Brasil e diversos paises tém experimentado grandes mudancas as quais afetaram
o estilo de vida da populacgéo, reduziu a frequéncia de atividades fisicas e aumentou o
consumo de produtos com alto nivel de gordura e agucar. Esse estilo de vida predisp6e a
problemas alarmantes como a obesidade, dislipidemia, hipertensdo arterial sistémica,
hiperglicemia, e como consequéncia,aumento da prevaléncia de sindrome metabdlica. >°

Nesse sentido a obesidade gera uma grande preocupacao, destacando que o tecido
adiposo ndo é apenas um reservatério de energia, mas também um o6rgdo enddcrino
responsavel pela producdo de citocinas pré-inflamatoria, que contribui para o estado
inflamatdrio e um consequente aumento susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, aterosclerose, hipertensdo arterial sistémica, resisténcia a insulina e
eventos tromboticos. ©

Além disso, 0 aumento da gordura corporal pode ser um risco para individuos com
DC, pois o tecido adiposo € considerado um reservatorio de T. cruzi, e, responsavel pelo
aumento da carga parasitaria, macrofagos e desequilibrio na regulacdo entre as citocinas
pré e anti-inflamatorios levando ao aumento do risco de danos aos tecidos, e agravando
o quadro do paciente, 891011

Com base nessas consideracGes, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos da obesidade e das citocinas IL-6 e TNF-a em camundongos Balb/c infectados

com T. Cruzi.
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Métodos
Animal e Ambiente de Experimentacdo

O presente estudo foi desenvolvido com 60 camundongos isogénicos Balb/c,
machos, com 8 semanas de vida, mantidos em temperatura ambiente (25+2°C) num total
de 3 grupos, sendo 1 com dieta normal e 2 com dieta hipercalorica rica em agucares e
lipideos com agua ad libitum. Os animais receberam a dieta durante 10 semanas, e ap0s
esse periodo infectados com T. Cruzi. Os mesmos foram criados e mantidos no biotério
UNIPEX ( Unidade de Pesquisa Experimental) da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP. O projeto foi encaminhado e aprovado ao Comité de Etica no uso de animais da

Faculdade de Medicina de Botucatu- UNESP.(Protocolo 1144/2015)

Grupos de Estudo
Foram constituidos trés grupos de estudos (G1 a G3) e todos avaliados em cinco
momentos (M1 a M5) (Quadros 1 e 2). A classificacdo em momentos foi utilizada para a

eutanasia e coleta das variaveis, as quais iniciaram 24horas apdés a infeccéo pelo T. cruzi.

Quadro 1. Descrigdo das condic¢des dos grupos Caracteristicas
em estudo, compostos por 20 camundongos
cada Grupo
Estado de saude Dieta
Gl Controle eutréfico Normocalorica
G2 Obeso infectado com Trypanossoma Hipercalorica
cruzi
G3 Obeso infectado com Trypanossoma Hipercaldrica
cruzi
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Os parametros utilizados no estudo foram:
e Inducdo da obesidade através da dieta hipercalorica rica em sacarose,
gorduras e oferta de &gua com adicdo de sacarose a 20%
e Oferta de dieta normocaldrica para grupo eutroficos com agua sem adicao
de acucar
e Infeccédo pelo T. cruzi cepa V;
e Tratamento com Benzonidazol através do método de gavagem,

100mg/Kg/dia, a partir do primeiro até o quinto dia ap0s infec¢éo;

Quadro 2. Caracterizacdo dos

momentos do estudo MOMENTOS TEMPO

M1 (momento 1) 24 horas ap06s infeccdo pelo Trypanossoma cruzi
M2 (momento 2) 3° dia de infeccéo

M3 (momento 3) 5° dia de infeccéo

M4 (momento 4) 7° dia de infecgéo (pico de viruléncia da cepa Y)
M5 (momento 5) 8° dia de infeccéo

Infec¢do dos camundongos por T.cruzi e Controle da Parasitemia

Os camundongos machos Balb/c foram infectados apds 10 semanas de oferta de
dieta com as formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi pela inoculagéo intraperitoneal
de 10* tripomastigotas/mL de sangue, obtidas por puncdo cardiaca de animais
previamente infectados pela cepa e mantidos no Laboratério de Pesquisa em Doencas
Tropicais. A concentracdo desejada para a infeccdo foi pela contagem de parasitas em

camara de Neubauer, sendo considerado 4 animais por campo. Cabe ressaltar que o
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controle foi realizado pela contagem a qual € realizada e padronizada semanalmente no
Laboratorio através do requipe e manutencéo da cepa Y.
Dieta oferecida

A dieta oferecida foi a normocalorica para o grupo de camundongo eutréfico e
dieta hipercaldrica para os grupos de camundongos induzidos a obesidade. O tempo de
inicio da dieta e oferta foram baseados segundo Lopez et al, 2003 2 iniciando com 40
dias de vida e ofertando a dieta por 10 semanas. Ja a composicao da dieta utilizadas
neste estudo foi referenciadas segundo Francisqueti et al (2017) 3 a qual a dieta
hipercaldrica continha farelo de soja, sorgo, casca de soja, dextrina, sacarose, frutose,
banha, vitaminas e minerais, além de 20% de sacarose na agua potavel. Dieta controle
continha farelo de soja, sorgo, casca de soja, dextrina, 6leo de soja, vitaminas e minerais.

Os animais dos grupos G2 e G3 foram submetidos a oferta diaria de dieta
hipercaldrica e 4&gua com sacarose ad libitum antes da infeccdo por T. cruzi, e a dieta
controle ofertada somente ao grupo eutrofico (G1), com agua sem sacarose. A dieta foi
ofertada 3 vezes na semana (1509), e verificado o consumo da dieta de ambos os grupos,
pela pesagem da racdo (inicial e final). Decorridos as semanas de inducdo a obesidade,
iniciou o estudo com infeccdo em ambos 0s grupos de animais sendo acompanhados por

8 dias.

Peso dos Animais

O peso dos animais foi aferido com balanca digital uma vez por semana durante a
inducdo da obesidade e nos cinco momentos (M1, M2, M3, M4 e M5) de cada eutanésia.
Os cinco momentos determinados também eram fixados para os animais nao infectados.
Realizou-se a eutanasia de 04 animais de cada grupo, em cada momento, considerando

0s 3 grupos de animais.
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Obtencdo do material de estudo

Os animais foram anestesiados por inoculacdo intraperitoneal de gquetamina e
xilazina na proporcao de 0,1 mL/Kg de peso. Em seguida realizou puncéo cardiaca para
coleta de sangue, o qual foi centrifugado e armazenado a -80°C para posterior analise. A
realizacdo da eutanésia foi com 4 animais de cada grupo por dia, somando um total de
20 animais/dia. Em cada momento além do peso dos animais foi verificado o do tecido
adiposo.

Determinacao dos niveis sericos de TNF-« e IL-6.

Nos dias da eutanasia, foi realizado a coleta de sangue (por puncéo cardiaca) de 4
animais de cada grupo para determinacdo das citocinas. O sangue foi centrifugado a 1500
rpm durante 10 minutos para obtencéo do soro, e armazenado em freezer a — 80°C até o
dia da realizacdo da analise por Kits de CBA —Cytometric Beads Array, através de
citdbmetro de fluxo.

Analise bioquimica (Colesterol total, fracGes e acido Urico)

As analises foram realizadas no Laboratdrio Experimental da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP. As amostras do sangue foram coletadas em tubos e
centrifugadas (3000rpm; 1- minutos) e o soro utilizado para as determinacdes séricas de
acido drico e &cidos graxos livres 0 método utilizado foi o enziméatico-colorimétrico e as
analises realizadas em aparelno automatizado (Chemistry Analyzer BS-

200,MindrayMedical International Limited, Shenzhen, China).
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Caracterizacdo da Obesidade
Para a caracterizacdo da obesidade foram considerados parametros como maior
concentracdo de gordura corporal ( gonadal e visceral), peso relativo ( peso da gordura

dividido pelo peso do animal) e exames laboratoriais de colesterol total e fracdes.

Anélise Estatistica

Inicialmente foram obtidas as medidas descritivas com o calculo de média, desvio
padrao, minimo, maximo e mediana das variaveis quantitativas considerando momentos
e grupos. A comparacdo entre as médias foi feita segundo um delineamento em dois
fatores (grupos e momentos) e a interacao (grupo versus momentos). Em caso de simetria
na distribuicdo dos dados, foi utlizada a ANOVA segido do teste de comparacao multipla
de Tukey para decompor a interacao grupos versus momentos. Em caso de assimetria, o
mesmo delineamento foi utilizado ajustando um modelo linear generalizado com
distribuicdo gama seguido do teste de comparacdo mdltipla de Wald. As comparacdes
foram feitas avaliando a interacdo grupo versus momento e as diferencas entre grupos
apenas fixando momento.

Em todos os testes foi fixado o nivel de significancia de 5% ou o p-valor

correspondente. Todas as analises foram feitas pelo programa SAS for Windows, v.9.4

Resultados
A TABELA. 1 revela que em ambos o0s grupos houve diferenca significativa entre
0 ganho de peso inicial e final dos camundongos balb-c no periodo antes da infecgéo por

T. cruzi.
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Na TABELA 2, verificou-se o peso relativo dos animais em diferentes grupos e
momentos apos a infeccdo T cruzi. Independente dos momentos o0s grupos induzidos a
obesidade apresentaram valores maiores de peso relativo em relacdo ao eutrofico, ou seja,
tiveram um ganho de peso e maior quantidade de gordura

Tabela 1. Avaliacdo de ganho de peso de camundongos balb-c machos apds inducdo de
obesidade antes da infeccdo por T. Cruzi

Variaveis Grupo Eutrofico (n20) Grupo Obeso (n40)
Média/DP Média / DP

Peso inicial (g) 24.52 +1,82 24.72+2.80

Peso final (g) 29.29+2.11 29.19+2.75
p<0,001 p<0,001

*valor de p significativo <0,05 teste t-pareado

Tabela 2. Avaliacdo do peso corporal relativo (peso e gordura) de
camundongos balb-c machos induzidos a obesidade, infectados e néo
infectados com T. cruzi com tratamento e sem tratamento em diferentes

momentos.
Variavel
Peso Relativo(Q) Gl G2 G3
(n20) (n20) (n20)

M1 0.99+ 0.222 1.49+0.56%* 1.71+0.42
M2 1.18+0.272 1.39£0.23% 1.76+0.29%
M3 0.78 £ 0.142 1.69 +0.37° 1.37+0.44°
M4 0.64+ 0.20% 1.56+0.30™ 1.81+0.16™
M5 0.73 +0.35% 1.88+0.17" 1.15+0.25

(Grupo 1 — eutrofico controle), G2 (Grupo 2-obeso controle), G3 (Grupo 3-
obeso infectado com T cruzi), M1 ( momento 1), M2 ( momento 2), M3 (
momento 3), M4 (momento 4), M5 ( momento 5). Médias seguidas de letras
minascula iguais na linha fixando grupo nao diferem (p<0,05). Teste ANOVA
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Em concordancia com o peso relativo, a quantidade de gordura corporal
(TABELA 3), apresentou maior quantidade nos grupos induzidos a obesidade, podendo

assim observar que a dieta teve efeito positivo para a inducéo.

Tabela 3. Peso de Gordura de camundongos balb-c machos induzidos a obesidade,
infectados e nado infectados com T. cruzi em diferentes momentos

Variaveis
G1 G2 G3
(n20) (n20) (n20)
Gordura (g)
M1 0.30+0.072 0.40+0.17% 0.46+0.11%
M2 0.32+0.08? 0.38+0.082 0.52+0.04%
M3 0.22+0.04? 0.48+0.11° 0.38+0.15P
M4 0.18+0.042 0.44+0.15° 0.48+0.05°
M5 0.22+0.112 0.56+0.09° 0.32+0.08?

G1 (Grupo 1 — eutrofico controle), G2 (Grupo 2 -obeso controle), G3 (Grupo 3-obeso
infectado com T cruzi, M1 ( momento 1), M2 ( momento 2), M3 ( momento 3), M4 (momento
4), M5 ( momento 5). Médias seguidas de letras minuscula iguais na linha fixando grupo nao
diferem (p<0,05). Teste ANOVA.

Os resultados dos exames laboratoriais quanto aos niveis séricos de colesterol total
(CT), écido arico e HDL (TABELA. 4) foram avaliados em ambos 0s momentos. Em
relacdo aos niveis de CT houve diferencas em ambos 0os momentos e grupos, destacando
maiores niveis de colesterol nos grupos induzidos a obesidade e principalmente no obeso

infectado no pico da infec¢do M4.
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Tabela 4. Avaliacdo de exames laboratoriais de camundongos balb-c machos induzidos a
obesidade, infectados e ndo infectados com T. cruzi em diferentes momentos

Variaveis

Colesterol
Total

(mg/dl)
M1
M2
M3
M4
) M5

Acido Urico

(mg/dl)
M1
M2
M3
M4
M5

HDL

(mg/dl)
M1
M2
M3
M4

M5

G1 G2 G3
(n20) (n20) (n20)
107.20+8.012 191.00+16.510¢ 193.00+52.33"¢
94.67+16.862 160.35+18.75P 164.69+8.15
91.79+22.322 188.70+23.61 174.79+18.74%
94.77+7.212 130.28+11.31P 159.40+32.37%
90.36+4.822 181.84+23.40° 140.77+6.94°
2.91+1.222 3.70+2.01% 1.61+0.25%
2.86+1.012 1.80+0.972 2.48+1.632
2.76+1.352 2.31+0.872 1.32+0.45P
2.52+0.392 2.60+1.08% 1.02+0.67°
2.39+0.712 1.19+0.362 0.72+0.17°
139.80+11.122 190.80+11.21b¢ 187.50+20.51¢
102.00+30.05? 116.42+11.03% 116.84+11.123d
78.46+36.50? 126.86+11.75P 118.89+8.68°
86.49+3.082 106.57+8.99° 113.73+18.88°
84.28+3.262 146.84+14.65P 99.27+6.662

G1 (Grupo 1 — eutrdfico controle), G2 (Grupo 2 -obeso controle), G3 (Grupo 3-obeso infectado
com T cruzi, M1 ( momento 1), M2 ( momento 2), M3 ( momento 3), M4 (momento 4), M5 (
momento 5). Médias seguidas de letras minuscula iguais na linha fixando grupo néo diferem

(p<0,05). Teste de distribuicdo GAMA.
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obesidade, infectados e ndo infectados com T. cruzi em diferentes momentos

Variaveis
G1 G2 G3

(n20) (n20) (n20)
TNF-a(fn/mL)
M1 5066.18+ 889.85? 6587.46+2791.19 4547.9242247.422
M2 4559.47+1346.422 5841.08+1861.512 6360.99+5153.812
M3 4428.81+1252.95? 5101.62+4959.76 * 15020.53+9371.44%
M4 4907.82+2241.922 6535.21+6228.332 37232.62+44947.23
M5 5249.73+788.572 5163.41+2880.25% 22014.94+17204.51°
IL-6(fn/mL)
M1 1903.05+1086.282 935.30+537.75%¢ 1050.98+869.98%
M2 1139.55+883.342 927.43+375.73% 3472.87+2605.80%
M3 861.90+801.632 3277.68+5322.98° 8798.22+5250.53°
M4 3743.95+975.39? 1129.02+777.472 32414.19+37807.41°
M5 960.23+412.372 1704.53+1023.382¢ 41037.24+34530.42°

TNF-o (Fator Necrosante Tumoral alfa), IL-6 ( Interleucina-6), G1 (Grupo 1 eutrdéfico controle),
G2 (Grupo 2-obeso controle), G3 (Grupo 3-obeso infectado com T cruzi), M1 ( momento 1), M2
( momento 2), M3 ( momento 3), M4 (momento 4), M5 ( momento 5). Médias seguidas de letras
mindscula iguais na linha fixando grupo néo diferem (p<0,05). Teste Distribuicdo GAMA.

O é&cido urico sérico dos animais apresentou poucas alteracdes significativas entre
os diferentes grupos e momentos, sendo entre 0s grupos controle eutréfico e obeso (G1 e
2), e valores maiores no grupo obeso principalmente no

M1. Os valores de referéncia do HDL mostraram-se maior nos grupos induzidos
a obesidade, principalmente no M4, que foi o pico da infec¢éo, para os grupos com T.cruzi

Os niveis de citocinas sericos encontrados nos diferentes grupos e momentos
mostraram resultados diferentes, principalmente entre os grupos com a infeccdo

(TABELA. 5).
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A TNF-o entre os grupos controle eutrofico e obeso, 0s niveis estavam
ligeiramente aumentados no obeso, sendo nitidamente elevados principalmente em
relacdo ao grupo obeso infectado. Vale destacar que os valores de citocina estava muito
mais elevado no grupo obeso infectado no pico da infeccdo M4.

A citocina IL-6 foi avaliada entre os grupos nos diversos momentos também, e
entre 0 G1 e G3, o grupo obeso controle foi menor em alguns momentos em relacdo ao
eutrofico controle. J& quanto ao grupo infectado G3, os niveis de IL-6 foi aumentado no
grupo obeso, sendo os valores progredindo conforme os dias de infec¢do, com maior valor
no M4.

Portanto dentre os resultados apresentados até o0 momento ha diversas alteracfes
metabolicas e inflamatorias nos diferentes grupos em seus respectivos momentos da
infeccdo pelo T. cruzi. Sendo assim, pode-se verificar que 0s gruposs induzido a
obesidade apresentaram maiores concentracdes de gordura corporal, alteracdes

laboratoriais e de IL-6 e TNF-a particularmente no M4 que ¢ o pico da infecgao.

Discussao

A infeccdo pelo T.cruzi continua sendo um importante problema de saude publica,
assim como a obesidade, particularmente porque a maioria dos individuos tem a forma
cronica da doenca e sdo adultos com mais de 50 anos periodo no qual aumenta o risco de
doencgas cardiovasculares e a obesidade. Sendo assim, estudos experimentais na fase
aguda e posteriormente cronica, devem contribuir para o0 melhor conhecimento dessas
interacOes. O presente estudo teve como objetivo estudar o efeito da obesidade e citocinas
pro inflamatorias em camundongos balb/c infectados por T.cruzi na fase aguda.

Nesse sentido obervou-se principalmente nos grupos obesos infectados ou ndo,

diversas alteraces metabolicas e de citocinas pro-inflamatdrias. A inducgéo da obesidade
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em camundongos Balb-c foi comprovada através da analise de gordura corporal, do peso
relativo dos animais e exames laboratoriais, demonstrando que a dieta hipercalorica, rica
em glicideos e lipideos foi eficaz.

Diferencas no peso foram observadas entre o G1 (controle eutréfico) e G2
(controle obeso), no qual o peso da gordura foi maior nos grupos induzidos a obesidade,
conforme o esperado. Francisqueti et.al (2017) 3, verificaram ganho de peso acentuado
no grupo de animais com dieta hiperglicidica e lipidica em relacdo ao controle,
concordando com o presente estudo no qual foi utilizada a mesma dieta, apenas a
proporcéo de agua com sacarose em menor quantidade.

Essa dieta rica em glicideos e lipideos colaborou para o aparecimento da
obesidade, bem como alteracGes metabdlicas (colesterol total) encontradas nos diferentes
grupos. Houseknecht et a.!* revelam que em regides endémicas para doencas de chagas,
bem como na populacdo em geral apresentam grande nimero de obesos em consequéncia
de habitos alimentares inadequados associados ao sedentarismo o que tem como
consequencia efeitos significativos associados a presenca deste parasita no hospedeiro

humano.

O uso da dieta hiperlipidica desencadeia modificaces no metabolismo dos
animais ocasionando obesidade 1*. O presente estudo concorda com os dados da literatura,
0S quais sugerem a presenca da obesidade entre os animais associados a alimentacao

hipercalorica que além de rica em gordura, apresenta também aumento de glicideos.

De certa forma os grupos induzidos a obesidade revelaram niveis mais elevados

nos exames bioquimicos, com destaque no momento do pico da infeccdo (M4),além de
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elevacdo dos niveis de citocinas pro inflamatdrias , o que se justifica além do processo
infeccioso pelo acumulo de gordural corporal.

Sabe-se que os adipocitos sdo considerados reservatorios de T. cruzi e responsavel
pelo aumento da carga parasitaria, além do desequilibrio de citocinas levando ao aumento
de riscos e danos. 89

Autores relatam que T. cruzi tem alta afinidade com fragdes de colesterol, e que
na fase aguda da patologia o protozoario atingi principalmente o tecido adiposo e causa
lipdlise *>!6:17. Sendo assim os niveis de Colesterol Total elevados no presente estudo
podem estar associados com a infeccdo pelo parasita, sugerindo uma potencializacao
desses niveis nos grupos obesos infectados.

Portanto o tecido adiposo é considerado atualmente como orgdo endocrino, e
0 adipdcito continua a ser o foco de atencdo, principalmente na DC em associagdo com
a infecco pelo parasita pode estar ligadas a diversas alteragdes. 819

Dentre os exames bioquimicos o0 &cido urico mesmo nao tendo resultados
expressantes no presente estudo, € um biomarcador muito utilizado, o qual tem funcéo de
auxiliar a inibir a acdo de radicais livres , mas 0 aumento crénico esta associado ao risco
de doencas crbnicas ndo transmissiveis, principalmente em individuos com aumento de
gordura corporal 202122

Estudos epidemioldgicos anteriores revelaram uma associacdo do aumento das
concentracdes de acido urico com a inflamacdo, e o aumento do risco de doencas
cardiovasculares. 2324, Entretanto, s30 poucos 0s estudos que investigaram o papel

preditor das concentragdes do acido Urico. 2122
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Outro aspecto importante além das alteracdes bioquimicas sdo as imunologicas,
particularmente as citocinas IL-6 e TNF-a. Valores elevados de citocinas nos grupos
obesos, principlamente infectados foram observados, destacando principalmente o TNF-
a. Sabe-se que o TNF-q € uma citocina produzida principalmente por macréfagos,
linfécitos B e T, bem como outras linhagens celulares, em resposta a estimulos
inflamatorios e infecciosos.

Cada vez mais ha especulacdo sobre o papel do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-¢) na inflamac&o aguda e desfecho clinico da doenca de chagas.?® Autores?’282°
também relatam que as citocinas podem ser utilizadas como biomarcadores, a fim de
identificar os fatores imunoldgicos influenciar a progressdo da doenca de chagas. O
aumento dessa citocina deve-se a condicao inflamatoria pela obesidade e principalmente
pelo T. Cruzi.

Observa-se que o grupo infectado (G3), mostrou niveis mais elevados de citocinas
sejam elas TNF-¢ ou IL-6. Esse fato pode ser justificado pela presenca do processo
infecioso agudo e do tecido adiposo em maior quantidade, o qual eleva a producdo de
citocinas resultando em um nivel de inflamacdo maior principalmente durante o pico da
infeccdo (M4).

E de suma importancia destacar que o TNF-a é uma citocina com ag&o enddcrina,
a qual tem forte correlagdo com a obesidade, ou seja, quantidades elevadas de gordura
corporal, e age no adipocito, desempenhando um papel regulador no acimulo de gordura
corporal. 303132

Quanto aos resultados de IL-6, 0s niveis se encontram elevados no grupo obeso
infectado, tendo sua progressao conforme o desenvolvimento da infecgdo, com destaca
que para o pico. Cabe salientar que a citocina IL-6 é de suma importancia na avaliacéo de

processos infecciosos agudos e alteragdes nutricionais ja que também é produzida pelos
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adipdcitos, as quais tém valores aumentados em individuos com quantidades elevadas de
gordura corporal, colaborando para aparecimento de sindrome metabdlica. 334

Aspecto de suma importancia é o estado nutricional, sendo a obesidade como
cascata e fonte de origem de alteracdes metabolicas e inflamatdrias, agravadas pelo

processo infeccioso .

Concluséo

O estado nutricional tem uma grande influencia no processo infeccioso pelo T.
cruzi. O presente estudo revelou que a obesidade desencadeia alteracfes inflamatorias
detectadas pelas citocinas pro inflamatdrias e metabolicas, e que a associacdo com o

processo infeccioso agravou esse processo.
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Resumo

Introducgédo: A Doenca de Chagas (DC), causada pelo Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), € uma patologia infecciosa cronica que apresenta grande incidéncia no Brasil. E
acompanhada por alteracdes no sistema imune com variagdes nos niveis séricos das
citocinas pro-inflamatdrias. O tratamento disponivel no Brasil € o benzonidazol, com
baixa eficicia na fase crénica e efeitos colaterais importantes. Além de toda a relacdo
tratamento, infeccéo e nutricdo, grandes mudancas afetaram o estilo de vida da populacao,
e predispde o aumento da obesidade. Portanto o presente estudo tem como objetivo
avaliar o efeito do tratamento com benzonidazol sobre camundongos Balb/c obesos
infectados com T. Cruzi. Métodos: Foram utilizados 80 camundongos machos Balb/c, e
separados em 4 grupos, sendo 2 com dieta normocalorica e 2 com dieta hipercalorica.
Esses foram avaliados em 5 momentos: M1-1°dia, M2-3°dia, M3-5°dia, M4-7°dia e M5-
8°dia. Para infeccdo utilizou a cepa aguda Y, com pico de parasitemia no sétimo dia (M4)
e tratamento com benzonidazol durante 8 dias. A eutanasia foi realizada em cada grupo,
e momento. Para determinacédo das citocinas utilizou o Kits de CBA —Cytometric Beads
Array. A andlise estatistica foi realizada pelos testes de Poissan, distribuicdo
GAMA Wald, ANOVA, Tukey e Teste T, sendo significativo p<0,05. Resultados:
Houve aumento do peso relativo e de gordura corporal entre 0s que consumiram dieta
hipercaldrica, classificando-os com obesidade. Observa-se que as alteracdes inflamatorias
estdo mais elevadas nos grupos obesos, principalmente os sem tratamento. Concluséo: O
estado nutricional tem uma grande influencia no processo infeccioso pelo T. Cruzi, sendo
a obesidade um fator para auxiliar a desencadear o processo inflamatorio. Portanto pode-
se verificar que o tratamento com benzonidazol contribuiu para uma resposta melhor com
menos alteracdes inflamatdrias, principalmente em relagdo a IL6.

Introducéo

A Doenca de Chagas (DC) € considerada um dos mais importantes problemas de
salide publica da América Latinal. Essa patologia representa uma condicdo infecciosa
classificada como enfermidade “negligenciada” pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS).2® A OMS estima em aproximadamente 6 a 7 milhdes o nimero de pessoas
infectadas em todo 0 mundo, a maioria na América Latina. *

Apesar de ser uma Doenca descoberta a mais de um século, ndo existe um
tratamento medicamentoso seguro para essa patologia, até 0 momento a Unica droga
disponivel e utilizada no Brasil é o benzonidazol, recomendada pela Secretaria de

Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde. >®7. Coura e Castro (2002)8 citam que o
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benzonidazol reduz a gravidade clinica e congénita da fase aguda, sendo esse composto
atingindo 60% de cura em média, tendo baixa acéo na fase cronica.

Apesar dos esforcos no seu controle a doenca continua sendo importante
problema de saude publica, com muitos aspectos a serem esclarecidos, dentre eles, a
relacdo entre Nutricdo, Infeccdo e Imunidade. A Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB / Unesp), no Brasil, tem um ambulatério especializado para o acompanhamento
desses pacientes. Mudancas afetam o estilo de vida da populacdo que predispbe a
obesidade, sendo assim, um aspecto importante que deve ser estudado é a possivel relacao
entre a DC e obesidade. ®

A obesidade gera uma grande preocupacdo, destacando que o tecido adiposo nédo
¢ apenas um reservatorio de energia, mas também um érgdo endocrino responsavel pela
producdo de citocinas pro-inflamatorias, que contribui para o estado inflamatorio e
consequente aumento na susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, e metabolicas. °

Além disso, 0 aumento da gordura corporal pode ser um risco para individuos com
DC, pois o tecido adiposo € considerado um reservatorio de T. cruzi, e, responsavel pelo
aumento da carga parasitaria, macrofagos e desequilibrio na regulacdo entre as citocinas
pré e anti-inflamatorios levando ao aumento do risco de danos aos tecidos, e agravando
o quadro do paciente, 10.11.12.13.14

Com base nessas consideracdes, 0 objetivo do presente estudo foi o efeito do

tratamento com benzonidazol sobre camundongos Balb/c obesos infectados com T. Cruzi.
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O presente estudo foi desenvolvido com 80 camundongos isogénicos Balb/c,

machos, com 8 semanas de vida, mantidos em temperatura ambiente (25£2°C) num total

de 4 grupos, sendo 2 com dieta normal e 2 com dieta hipercalorica rica em agucares e

lipideos com agua ad libitum tratados ou nao com benzonidazol Os mesmos foram

criados e mantidos no biotério UNIPEX ( Unidade de Pesquisa Experimental) da

Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. O projeto foi encaminhado e aprovado ao

Comité de Etica no uso de animais da Faculdade de Medicina de Botucatu- UNESP.

Grupos de Estudo

Foram constituidos 4 grupos de estudos (G1 a G4) e todos avaliados em cinco

momentos (M1 a M5) (Quadros 1 e 2). A classificacdo em momentos foi utilizada para a

eutanasia e coleta das variaveis, as quais iniciaram 24horas apés a infeccédo pelo T. cruzi.

Quadro 1. Descricdo das condi¢cdes dos grupos em estudo, compostos

por 20 camundongos cada Grupo

Caracteristicas

Estado de saude

Dieta

G1 | Eutrofico infectado com Trypanossoma cruzi sem tratamento Normocaldrica
G2 | Eutrofico infectado com Trypanossoma cruzi com tratamento Normocal6rica
G3 | Obeso infectado com Trypanossoma cruzi sem tratamento Dieta Hipercalorica
G4 | Obeso infectado com Trypanossoma cruzi com tratamento Dieta Hipercalorica

Os parametros utilizados no estudo foram:

e Indugédo da obesidade através da dieta hipercaldrica rica em sacarose,

gorduras e oferta de agua com adicdo de sacarose a 20%

e Oferta de dieta normocalorica para grupo eutroficos com agua sem adigéo

de acucar
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e Infeccédo pelo T. cruzi cepa y;
e Tratamento com Benzonidazol através do método de gavagem,
100mg/Kg/dia, a partir do primeiro até o quinto dia apos infec¢éo;

Quadro 2. Caracterizacdo dos

momentos do estudo MOMENTOS TEMPO

M1 (momento 1) 24 horas ap0s infeccdo pelo Trypanossoma cruzi
M2 (momento 2) 3° dia de infeccéo

M3 (momento 3) 5° dia de infeccéo

M4 (momento 4) 7° dia de infecgéo (pico de viruléncia da cepa Y)
M5 (momento 5) 8° dia de infeccéo

Infec¢do dos camundongos por T.cruzi e Controle da Parasitemia

Os camundongos machos Balb/c foram infectados apds 10 semanas de oferta de
dieta com as formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi pela inoculagéo intraperitoneal
de 10* tripomastigotas/mL de sangue, obtidas por puncdo cardiaca de animais
previamente infectados pela cepa e mantidos no Laboratério de Pesquisa em Doencas
Tropicais. A concentracdo desejada para a infeccdo foi pela contagem de parasitas em
camara de Neubauer, sendo considerado 4 animais por campo. Cabe ressaltar que o
controle foi realizado pela contagem a qual € realizada e padronizada semanalmente no
Laboratorio através do requipe e manutencdo da cepa Y.
Tratamento com Benzonidazol
Tratamento com Benzonidazol foi iniciado 24 horas ap6s a infec¢do com o T.cruzi . A
oferta foi através do método de gavagem, 100mg/Kg/dia, a partir do primeiro até o quinto

dia apds infecgdo;, sendo o comprimido macerado e diluido em &gua potavel.
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Dieta oferecida

A dieta oferecida foi a normocaldrica para os grupos de camundongos eutroficos
e dieta hipercaldrica para o grupo de camundongos que serdo induzidos a obesidade. O
tempo de inicio da dieta e oferta foram baseados segundo Lopez et al, 2003 ° iniciando
com 40 dias de vida e ofertando a dieta por 10 semanas. Ja a composicdo da dieta
utilizadas neste estudo foi referenciadas segundo Francisqueti et al (2017) 6, a qual a
dieta hipercaldrica continha farelo de soja, sorgo, casca de soja, dextrina, sacarose,
frutose, banha, vitaminas e minerais, além de 20% de sacarose na agua potavel. Dieta
controle continha farelo de soja, sorgo, casca de soja, dextrina, 6leo de soja, vitaminas e
minerais.

Os animais dos grupos G3 e G4 foram submetidos a oferta diaria de dieta
hipercaldrica e &gua com sacarose ad libitum antes da infeccdo por T. cruzi, e a dieta
controle ofertada somente aos grupos eutroficos (G1 e G2), com agua sem sacarose. A
dieta foi ofertada 3 vezes na semana (150g), e verificado o consumo da dieta de ambos
0s grupos, pela pesagem da racdo (inicial e final). Decorridos as semanas de inducdo a
obesidade, iniciou o estudo com infeccdo em ambos 0s grupos de animais sendo
acompanhados por 8 dias.

Peso dos Animais

O peso dos animais foi aferido com balanca digital uma vez por semana durante a
inducdo da obesidade e nos cinco momentos (M1, M2, M3, M4 e M5) de cada eutanésia.
Os cinco momentos determinados também eram fixados para os animais ndo infectados.
Realizou-se a eutanasia de 04 animais de cada grupo, em cada momento, considerando

0s 4 grupos de animais.
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Obtencdo do material de estudo

Os animais foram anestesiados por inoculacdo intraperitoneal de gquetamina e
xilazina na proporc¢éo de 01 mL/Kg de peso. Em seguida realizou puncéo cardiaca para
coleta de sangue, o qual foi centrifugado e armazenado a -80°C para posterior analise. A
realizacdo da eutanésia foi com 4 animais de cada grupo por dia, somando um total de
20 animais/dia. Em cada momento além do peso dos animais foi verificado o do tecido

adiposo.

Determinacao dos niveis sericos de TNF-a e IL-6.

Nos dias da eutanasia, foi realizado a coleta de sangue (por puncao cardiaca) de 4
animais de cada grupo para determinacéo das citocinas. O sangue foi centrifugado a 1500
rpm durante 10 minutos para obtencéo do soro, e armazenado em freezer a — 80°C até o
dia da realizacdo da analise por Kits de CBA —Cytometric Beads Array, através de

citbmetro de fluxo.

Caracterizacdo da Obesidade
Para a caracterizacdo da obesidade foram considerados parametros como maior
concentracdo de gordura corporal ( gonadal e visceral), peso relativo ( peso da gordura

dividido pelo peso do animal).

Coleta dos orgéos e histologia

Foram retirados orgdos como Figado e Coragdo, 0s quais eram pesados em
balanca digital e conservados em frascos contendo formol tamponado a 10% por 24 horas.
Apo0s este periodo, a solucdo de formol tamponado 10% foi trocada para acondicionar 0s

Orgaos ate 0 momento do processamento.
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O preparo das laminas foi realizado pela Unidade de Pesquisa Experimental da
Faculdade de Medicina de Botucatu, no departamento de Histologia. O material foi
submetido a alcool absoluto por uma hora, repetindo o processo por seis vezes. Na
sequéncia, as amostras foram submersas em mistura de alcool e xilol (1:1), e depois
somente em Xxilol (1 hora). Entdo as amostras eram colocadas em cubas de parafina para
obtencdo de cortes histologicos no micrétomo. Posteriormente foi realizado a coloragéo
com hematoxilina-eosina. Para a leitura das laminas para identificacdo de infiltrados
inflamatdrios e esteatose hepatica as mesmas foram encaminhadas para o Departamento

de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria de Botucatu - UNESP

Anélise Estatistica

Inicialmente foram obtidas as medidas descritivas com o calculo de média, desvio
padrao, minimo, maximo e mediana das variaveis quantitativas considerando momentos
e grupos. A comparacdo entre as médias foi feita segundo um delineamento em dois
fatores (grupos e momentos) e a interac@o (grupo versus momentos). Em caso de simetria
na distribuicdo dos dados, foi utlizada a ANOVA segido do teste de comparacdo multipla
de Tukey para decompor a intera¢do grupos versus momentos. Em caso de assimetria, 0
mesmo delineamento foi utilizado ajustando um modelo linear generalizado com
distribuicdo gama seguido do teste de comparacdo mdaltipla de Wald. As comparacdes
foram feitas avaliando a interagdo grupo versus momentoe as diferengas entre grupos
apenas fixando momento.

Para analise das laminas foram utilizados o Teste estatistico de Poissan. Em todos
os testes foi fixado o nivel de significancia de 5% ou o p-valor correspondente. Todas as

analises foram feitas pelo programa SAS for Window s, v.9.4
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Resultados
E possivel obervar na Tabela 1 que em ambos os grupos houve diferenca
significativa entre o ganho de peso inicial e final dos camundongos Balb/c no periodo

antes da infeccdo por T. cruzi.

Tabela 1. Avaliacdo de ganho de peso de camundongos Balb-c machos ap6s inducédo
de obesidade antes da infeccéo por T. Cruzi

Variaveis Grupo Eutrofico Grupo Obeso
(n40) (n40)
Média/DP Meédia / DP
Peso inicial (g) 24.52 +1,82 24.72+2.80
Peso final (g) 29.29+2.11 29.19+2.75
p<0,001 p<0,001

*valor de p significativo <0,05 teste t-pareado

Tabela 2. Avaliacdo do peso corporal relativo (peso e gordura) de camundongos Balb-c
machos induzidos a obesidade, infectados e nao infectados com T. cruzi com tratamento
e sem tratamento em diferentes momentos.

Variavel
Peso G1 G2 G3 G4
Relativo(g) (n20) (n20) (n20) (n20)
M1 0.70+0.032 1.23 +0.712 1.71+0.42°¢ 1.50 +0.29%
M2 0.96+0.172 0.59 +0.21° 1.76+0.29% 1.52 +0.37%
M3 0.96+0.20%° 0.63+0.15% 1.37+0.44° 1.30 +0.47%
M4 0.93+0.18% 0.92 +0.462 1.81+0.16" 1.27+0.41°
M5 1.18 +0.15° 1.01 +0.242 1.15+0.25 1.17+0.15%

G1 (Grupo 1- eutrdfico infectado com T cruzi) G2 (Grupo2-eutrofico infectado com T cruzi
tratado com benzonidazol), G4 (Grupo 4-obeso infectado com T cruzi), G5 (Grupo5-obeso
infectado com T cruzi e tratado com benzonidazol), M1 ( momento 1), M2 ( momento 2), M3
(momento 3), M4 (momento 4), M5 ( momento 5). Médias seguidas de letras mindscula iguais
na linha fixando grupo néo diferem (p<0,05). Teste ANOVA
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Tabela 3. Peso da Gordura de camundongos Balb-c machos induzidos a obesidade,
infectados e nédo infectados com T. cruzi com tratamento e sem tratamento em diferentes
momentos

Variavel
G1 G2 G3 G4
(n20) (n20) (n20) (n20)
Gordura (g)
M1 0.20+0.00? 0.36+0.22% 0.46+0.11% 0.40+0.07%
M2 0.28+0.042 0.16+0.05° 0.52+0.04 0.44+0.11°¢
M3 0.28+0.05? 0.18+0.04% 0.38+0.15° 0.36+0.11°¢
M4 0.26+0.052 0.28+0.15? 0.48+0.05° 0.34+0.11°¢
M5 0.34+0.05° 0.30+0.072 0.32+0.08? 0.33+0.05?

G1 (Grupo 1- eutrdfico infectado com T cruzi) G2 (Grupo 2-eutréfico infectado com T cruzi
tratado com benzonidazol), G3 (Grupo 3-obeso infectado com T cruzi), G4 (Grupo 4-obeso
infectado com T cruzi e tratado com benzonidazol), M1 ( momento 1), M2 ( momento 2), M3
(' momento 3), M4 (momento 4), M5 ( momento 5). Médias seguidas de letras minuscula iguais
na linha fixando grupo néo diferem (p<0,05). Teste ANOVA.

Na Tabela 2, verificou-se que os grupos induzidos a obesidade apresentaram
valores maiores de peso relativo em relacdo aos eutréficos, ou seja, tiveram um ganho de
peso e maior quantidade de gordura

Em concordancia com o peso relativo, a quantidade de gordura corporal (Tabela
3), apresentou maior quantidade nos grupos induzidos a obesidade, sejam eles infectados
tratados ou n&o.

Os niveis de citocinas séricos encontrados nos diferentes grupos e momentos
mostraram resultados diferentes, principalmente entre os grupos com a infec¢do pelo

T.cruzi e sem tratamento (TABELA. 4).
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Tabela 4. Niveis de citocinas IL-6 e TNF-a de camundongos Balb-c machos induzidos a obesidade,
infectados e ndo infectados com T. cruzi com tratamento e sem tratamento em diferentes momentos

Variaveis

TNFa(fn/mL)

M1
M2

M3

M4
M5
IL6(fn/mL)
M1
M2
M3
M4

M5

G1 G2 G3 G4

(n20) (n20) (n20) (n20)
4160.60+1403.82%  2410.57+1929.18%  4547.92+42247.42%  5495.18+1261.222
4418.48+1393.99°  5173.99+2713.49° 6360.99£5153.81°  3048.91+2508.64°
9733.88+3830.91°  15778.44+4513.76"°  15020.53+9371.44*  16589.13+6250.27 ™
26999.13+44468.72° 20465.27+25352.71%° 37232.62+44947.23" 22198.31+14806.18"

23530.68+11787.45°

6323.35+5577.08%
734.81+520.00%
3354.64+1364.10°
13838.4624127.512

60633.78+50242.88"

29335.17+10986.09°

12526.7619246.97%

10800.78+6554.75%

10984.62+3290.07"
15826.09+17019.62"

14999.91+4460.93°

22014.94+17204.51° 24381.35+22866.15

1050.98+869.98% 265.46+44.47"

3472.87+2605.80°  5072.05+8237.69%

8798.22+5250.53°  3073.80+1609.21°
32414.19+37807.41°  7518.11+5869.46%

41037.24+34530.42°  40400.22+24649.48°

TNFa (Fator Necrosante Tumoral alfa), IL6 ( Interleucina 6), G1(Grupo - eutrofico infectado com T cruzi)
G2 (Grupo 2-eutrdfico infectado com T cruzi tratado com benzonidazol), G3 (Grupo 3-obeso infectado com T
cruzi), G4 (Grupo 4-obeso infectado com T cruzi e tratado com benzonidazol), M1 ( momento 1), M2 (
momento 2), M3 ( momento 3), M4 (momento 4), M5 ( momento 5). Médias seguidas de letras mintscula iguais
na linha fixando grupo néo diferem (p<0,05) Teste de distribuicdo GAMA.
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A TNFa encontra-se mais elevado no grupo obeso infectado sem tratamento,
principalmente no pico da infeccdo (M4). Em relacdo ao grupo obeso e eutrofico
infectados com tratamento, os niveis estavam também aumentados no pico da infeccéo
no grupo obeso.

A citocina IL6 foi avaliada entre 0s grupos nos diversos momentos e nos grupos
infectados sem tratamento (G1 e G3). Os niveis de IL6 estiveram aumentado no grupo
obeso infectado principalmente no pico de infecgéo.

Para as andlises de coracdo e figado, obteve-se os resultados em avaliacdo de
escores de positividade e negatividade, e usando o mesmo modelo para grupos e
momentos ndo foram observados variacdes significativas (Teste estatistico de Poissan).
Contudo a infeccdo ndo causou lesdes significativas no tecido de coracdo, e o tempo de
inducdo da dieta ndo ocasionou alteracdes hepaticas.

Sendo assim, pode-se verificar que 0s grupos com tratamento, principalmente o
obeso tiveram menos inflamacdo, ou seja, mostra um efeito positivo do uso do

benzonidazol.

Discussao

A DC € um problema de saude publica ainda nos dias de hoje, ainda mais
associado as mudancas atuais como a grande prevaléncia da obesidade. Sendo assim,
estudos experimentais na fase aguda devem contribuir para o melhor conhecimento
dessas interacdes, principalmente associado ao uso da unica medicagéo para o tratamento,
0 benzonidazol. Nesse sentido o presente estudo teve como intuito avaliar os efeitos do
tratamento com benzonidazol sobre camundongos obesos infectados com T. cruzi

Dentre os resultados apresentados os camundongos foram caracterizados como

obesos, comprovando a indugéo da obesidade em camundongos Balb-c pela analise de
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gordura corporal e do peso relativo dos animais, demonstrando eficacia da dieta
hipercaldrica.

Diferencas no peso foram observadas entre os eutroficos e obesos, no qual o peso
da gordura foi maior nos grupos induzidos a obesidade, conforme o esperado.
Francisqueti et.al (2017) 8, verificaram ganho de peso acentuado no grupo de animais
com dieta hiperglicidica e lipidica concordando com o presente estudo no qual foi
utilizada a mesma dieta.

Autores como Houseknecht et a.}” revelam que em regiGes endémicas para a
DC, bem como na populacdo em geral apresentam grande nimero de obesos em
conseqiiéncia de habitos alimentares inadequados associados ao sedentarismo, e assim
ocasionando efeitos significativos associados a presenca deste parasita no hospedeiro
humano.

Os adipocitos sdo considerados reservatorios de T. cruzi e responsavel pelo
aumento da carga parasitaria, além do desequilibrio de citocinas levando ao aumento de
riscos e danos. '®1° Autores relatam que T. cruzi na fase aguda da patologia atingi
principalmente o tecido adiposo e causa lipolise 22422, Sendo assim, é possivel observar
no presente estudo que a concentracdo de gordura nos grupos obesos é maior, podendo
assim colaborar para maior lipolise levando a alteracBes metabdlicas e principalmente
inflamatorias visualizadas no estudo

Valores elevados de citocinas nos grupos infectados eutroficos e nos obesos
foram observados, destacando principalmente 0 TNF-q. Sabe-se que o TNF-q € uma
citocina produzida principalmente por macrofagos, linfécitos B e T, bem como outras

linhagens celulares, em resposta a estimulos inflamatorios e infecciosos.
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Cada vez mais ha especulacdo sobre o papel do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-¢) na inflamac&o aguda e desfecho clinico da doenca de chagas.?® Autores?42%26
também relatam que as citocinas podem ser utilizadas como biomarcadores, a fim de
identificar os fatores imunologicos influenciar a progressdo da doenca de chagas, o que
dessa forma pode justificar o aumento das citocinas em animais nao tratados.

O aumento dessa citocina deve-se a condicdo inflamatéria pela obesidade e
principalmente pelo T. Cruzi. Mas € importante destacar as diferentes alteracGes
obervadas nos grupos com e sem tratamento com benzonidazol.

Observa-se que entre os grupos infectados sem tratamento (G2 e G5), 0 obeso
mostrou niveis mais elevados de citocinas sejam elas TNF-q ou IL-6. Esse fato pode ser
justificado pela presenca do processo infecioso agudo e do tecido adiposo em maior
quantidade, o qual eleva a producéo de citocinas resultando em um nivel de inflamagéo
maior principalmente durante o pico da infeccdo (M4).

Em relacdo aos grupos de animais infectados com tratamento com benzonidazol,
0s niveis séricos de  TNF-q revelaram-se mais elevados no grupo obeso até o pico da
infeccdo mesmo com o uso da medicacdo que tem por intuito diminuir o nimero de
parasitas circulantes na fase aguda?’ sugerindo assim a grande participacdo do tecido
adiposo. Mas é de suma importancia destacar que entre os grupos eutréficos e obesos, o
obeso mesmo com uso de medicagdo tem uma maior inflamagéo.

Quanto aos resultados de IL-6, a mesma apresentou niveis elevados no grupo
eutrofico com tratamento em relacdo ao obeso. Vale salientar que o uso da medicacéo,
deve ter contribuido para a reducdo dos niveis dessa citocina, fato esse que concorda com
o estudo de Revelli et al 28, o qual relatam que o tratamento in vitro com benzonidazol
ativados em camundongo regulou negativamente a sintese de IL-6, ocasionando a

inibicdo da producéo.
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Cabe salientar que a citocina IL-6 é de suma importancia na avaliacdo de
processos infecciosos agudos e alteragdes nutricionais ja que também é produzida pelos
adipdcitos, as quais tém valores aumentados em individuos com quantidades elevadas de
gordura corporal. 2°30

Portanto € possivel dizer que o tratamento com benzonidazol reduziu o processo
infeccioso principalmente em relacdo a citocina IL-6. Outro aspecto a ser considerado é
0 estado nutricional dos grupos, no qual o grupo eutrofico mostrou menos alteracdes
inflamatdrias, sendo um fator importante nas respostas inflamatorias observadas, e que a

obesidade pode influenciar na patologia.

Concluséo

O estado nutricional tem uma grande influencia no processo infeccioso pelo T.
Cruzi, sendo a obesidade um fator para auxiliar a desencadear o processo inflamatorio.
Portanto pode-se verificar que o tratamento com benzonidazol contribuiu para uma

resposta melhor com menos alterac6es inflamatorias, principalmente em relagéo a IL-6.
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Consideracoes finais

A DC ¢ uma patologia com grande incidéncia e prevaléncia, com alteracdes
imunoldgicas e histopatologicas, sendo assim com a necessidade de conhecer melhor a
participacdo da obesidade nessa patologia e suas repercussdes na fase aguda da infec¢do

com ou sem tratamento pode-se observar que:

- Os niveis de citocinas IL-6 e TNF-o mostraram-se aumentados durante a infeccdo, mas

principalmente entre os grupos obesos infectados.

- Os niveis de exames bioquimicos, dentre eles o colesterol total expressou niveis
elevados nos grupos obesos e obeso infectado, mostrando uma relagédo da com o acumulo

de T. Cruzi nos adipocitos que levam a lipolise.

- A anélise histopatologica do coracdo e figado ndo demonstrou alteracdes significativas
entre os diferentes grupos, em relacdo a infiltrados inflamatdrios no coragdo, e de

presenca de adipocitos no figado.

Portando o estado nutricional tem uma grande influencia no processo infeccioso
pelo T. Cruzi, sendo possivel observar a obesidade desencadeia alteracdes metabdlicas e

inflamatorias



