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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € uma doenca
infecciosa cronica negligenciada. Apresenta grande incidéncia no Brasil e, nos ultimos
anos, passou a ser uma endemia de centros urbanos. E acompanhada por alteracées
no sistema imune com variacdes nos niveis sericos das citocinas pro-inflamatoérias. O
tratamento disponivel no Brasil € o benzonidazol, com baixa eficicia na fase cronica e
efeitos colaterais importantes. Nao ha estudos que relacionem o tratamento, a resposta
imune e a desnutricdo na doenca de Chagas. Sabe-se que a desnutricdo € um fator de
imunossupressdo e que poderia interferir na evolugdo das doencas infecciosas e
parasitarias. Portanto, o objetivo foi avaliar a desnutricdo associada com o tratamento
anti-parasitario e com as citocinas pro-inflamatérias, em camundongos Balb/c
infectados. Foram utilizados 90 animais, divididos em seis grupos: Gl-controle, G2-
infectado com dieta normal, G3-infectado com dieta normal e tratado, G4-controle
desnutrido, G5-desnutrido e infectado e G6 desnutrido, infectado e tratado. Foram
avaliados em cinco momentos: M1-1°dia, M2-3°dia, M3-5°dia, M4-7°dia e M5-9°dia.
Para infeccao foi utilizada a cepa aguda Y, com pico de parasitemia no sétimo dia (M4).
Realizou-se a eutanasia de trés animais de cada grupo, em cada momento. Para
determinacdo das citocinas foi utilizado o ELISA e, para analise histopatoldgica,
amostras do coracgdo, intestino e figado. O medicamento foi dado na dosagem de 100
mg/kg/dia. A analise estatistica foi realizada pelo Grupo de Apoio a Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu. Observou-se que nos animais desnutridos houve
reducao significativa do peso no M4, mostrando que a desnutricdo agravou a infeccéo.
O coracao foi o 6érgdo que apresentou maior diminuicdo do seu peso, tanto nos animais
com dieta normal quanto nos desnutridos no M4. Em relacdo as citocinas, houve
aumento progressivo significativo nos seus niveis séricos em todos 0s grupos, exceto
nos controle G1, fato mais evidente nos grupos G2 e o G5 (néo tratados), revelando
gue o tratamento interferiu positivamente na resposta inflamatoria. O grupo controle
desnutrido (G4) também mostrou elevacgdes significativas nessa citocina, destacando o
papel da desnutricdo na resposta imune. As amostras histopatologicas dos 6rgaos

revelaram a presenca de infiltrado inflamatorio apds o 5° dia (M3) nos grupos G2, G3,



G5 e G6. A desnutricdo foi fator importante na resposta inflamatéria, agravando o

processo infeccioso e apds o tratamento, observou-se melhora na resposta imune.

Palavras chave: desnutricdo, citocinas pro-inflamatorias, sistema imune, Trypanosoma

cruzi



ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is a neglected infectious
chronic disease. It is highly incident in Brazil and, in the last few years, it has
become endemic in certain urban centers. It is accompanied by alterations in the
immune system with variations in the serum levels of pro-inflammatory cytokines.
The treatment available in Brazil is benznidazole with low efficacy in the chronic
phase and important side effects. No studies have related treatment, immune
response and malnutrition in Chagas disease. It is known that malnutrition is an
immunodepression factor and that it could interfere with the development of
infectious and parasitic diseases. Therefore, this study aimed at evaluating
malnutrition associated with anti-parasitical treatment and pro-inflammatory
cytokines in infected Balb/c mice. Ninety animals were used, and they were divided
into six groups: G1-control, G2-infected mice with a normal diet, G3-infected mice
with a normal diet and treated, G4-malnourished control, G5-malnourished and
infected and G6-Malnourished, infected and treated. The animals were evaluated
at five moments: M1-1% day, M2-3" day, M3-5" day, M4-7" day and M5-9™ day.
The acute Y strain, with a parasitemia peak on the seventh day (M4), was used for
infection. Three animals from each group were euthanized at each moment. ELISA
was used for cytokine determination, and heart and liver samples were used for
histological analysis. The drug was used at a dosage of 100 mg/kg/day. Statistical
analysis was performed by the Research Support Group of the Botucatu School of
Medicine. Significant weight loss at M4 was observed in malnourished animals,
thus showing that malnutrition aggravated infection. The heart was the organ that
showed the largest weight reduction, both in animals under a normal diet and in
malnourished mice at M4. Significant increase was observed in cytokine serum
levels in all groups, except in control G1, a fact that was more evident in groups
G2 and G5 (untreated), thus showing that treatment interfered positively with the
inflammatory response. The malnourished control group (G4) also showed
significant increase in this cytokine, which emphasized the role played by
malnutrition in the immune response. The histopathological samples of the organs

showed the presence of inflammatory infiltrate after the 5™ day (M3) in groups G2,



G3, G5 and G6. Malnutrition was an important factor in the inflammatory response,
aggravating the infectious process, and after treatment, improved immune

response was observed.

Keywords:  malnutrition, immune  system, pro-inflammatory  cytokines,

Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma
cruzi (T.cruzi), foi descoberta em abril de 1909 pelo médico e pesquisador
brasileiro Carlos Chagas, responsavel pela identificagdo do agente etiolégico e,
posteriormente, pela determinacdo das manifestacdes clinicas, epidemiolégicas,
do ciclo de vida dos vetores, dos reservatorios silvestres e dos hospedeiros

humanos 2,

A infeccdo chagasica segue como problema de saude publica e afeta
aproximadamente 17 milhdes de pessoas na América Latina (paises do Cone Sul).
Sua distribuicdo cobre a América do Sul, incluindo Chile e Argentina até o sul dos
Estados Unidos, por onde existam vetores adequados ao parasito, e apresenta
mortalidade de mais de 15 mil pessoas/ano 3.

Muitos destes paises possuem programas de controle dos vetores bem
estabelecidos, porém, o contato com a urina ou fezes de triatomineos
contaminados ainda é a principal causa de infeccdo. Além disso, as areas
endémicas, em que a transmissdo do parasito ainda ndo é controlada,
representam uma constante ameaca para as areas vizinhas, o que significa que
pelo menos 120 milhdes de pessoas apresentam risco de infecgéo. A Organizagéo
Mundial da Saude estima que surgem 300 mil novos casos/ano da doenca de
Chagas devido a auséncia de triagem sanguinea para T.cruzi nos bancos de
sangue de areas ndo endémicas e ao grande numero de imigrantes sul
americanos que desconhecem sua infeccdo, ocasionando a transmisséo
transfusional em paises onde a doenca era ausente, como os Estados Unidos,

Canada, Japao e Australia [+,

No Brasil, atualmente predominam os casos cronicos de doenca de Chagas
decorrentes de infec¢cdes adquiridas no passado, com cerca de 03 milhdes de
individuos infectados. No entanto, nos dltimos anos, a ocorréncia de doenca de
Chagas aguda tem sido observada em diferentes estados como Maranh&o,

Pernambuco, Piaui, Parana, Minas Gerais, com maior frequéncia de casos e



surtos registrados em alguns estados da Regido da Amazbnia Legal como

Amazonas, Maranh&o, Goias, Amapa, Para e Tocantins .

De 2007 a 2010, o Ministério da Saude notificou em torno de 690 casos de
doenca de Chagas aguda, sendo as regides de maior ocorréncia apresentados na
Figura 1 . O Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu conta
com um ambulatério especializado que atende em torno de 500 pacientes
chagasicos e, segundo levantamento recente realizado no hemocentro do hospital,

ha 60 casos novos/ano da doenca 9.

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

s

A transmissdo natural ou primaria € a vetorial, que ocorre através do
contato com as fezes de triatomineos, insetos hematéfagos da familia Reduviidae,

z

vulgarmente conhecidos como “barbeiros” ou “chupbes”, seu ciclo evolutivo é

2 B Essa transmissdo esta relacionada a fatores ambientais

mostrado na Figura
e socio-politicos, como produtividade, migragdes, tipo de vivenda, educacao e
acado antropica sobre a natureza. Outros mecanismos de transmissao descritos,
secundarios ou alternativos, sdo: o transfusional (que ganhou grande importancia
epidemiolégica nas duas Ultimas décadas como citado anteriormente), o

transplacentario (congénito), por transplante de érgdos e tecidos de pacientes



infectados, acidente de laboratério e aleitamento materno, sendo os dois Ultimos

de pouca significancia epidemiolégica M4,

A transmissdo por via oral ja esta bem estabelecida, em decorréncia de
alguns surtos episodicos. Recentemente, foram relatados casos no Parana (Brasil)
e em Caracas (Venezuela) da forma aguda, decorrentes da ingestdo de caldo de
cana e suco de goiaba, respectivamente, contaminados com fezes de barbeiros. O
fruto da palmeira de acai, presente na Floresta Amazonica, é outra fonte comum

de contaminacao **+*%,

Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: Nature.

A doenca apresenta duas fases clinicas, caracterizada por fase inicial
aguda, com sinais e sintomas quase sempre inespecificos, quando presentes; e
pode evoluir para fase crbnica, com comprometimento cardiaco (cardiopatia
chagésica), digestivo (megaésofago e megacdlon) ou indeterminado. Outras

manifestacdes clinicas sdo bastante raras, como a meningoencefalite chagasica
[11,16,17]



A fase aguda, quando aparente, corresponde aos fendmenos clinicos que
se estabelecem nos primeiros dias ou meses da infeccdo inicial, sendo
diagnosticada pelo encontro do parasito (forma tripomastigota) no sangue
periférico. As manifestagfes gerais séo: febre (pouco elevada), mal estar geral,
astenia, cefaleia, anorexia, edema, hipertrofia de linfonodos. Frequentemente
ocorre hepatoesplenomegalia e podem existir duas portas de entrada aparente, a
ocular (sinal de Romafia - edema bipalpebral) ou cutanea (chagoma de

inoculacdo) 17

. Esta fase tem duracdo de acerca de 03 a 08 semanas, e 0
paciente evolui para fase crbnica. Esta Gltima se associa a auséncia de
sintomatologia clinica, sendo definida como forma indeterminada da infecc¢éo,

caracterizada apenas pela sorologia positiva 9,

Esta forma tem particular
interesse médico-social e trabalhista, pelo fato dos individuos chagasicos, que sao
assintomaticos, estarem em plena faixa produtiva da vida e serem excluidos do

mercado de trabalho %,

A fase crbnica é caracterizada por virtual escassez de parasitos no sangue

ou nos tecidos e apresenta as seguintes formas clinicas:

(a) Forma indeterminada: mais frequente, sendo caracterizada por auséncia

de sintomatologia *"?;

(b) Forma cardiaca: considerada a mais importante pelo impacto de
morbimortalidade, podendo ser sintomatica ou ndo; e também causa grande
impacto medico-social, pela perda de produtividade, impedimento ao trabalho e

custos com tratamentos e cirurgias *"?:

(c) Forma digestiva cronica: afeta a degluticdo, pode ocasionar regurgitacao
de alimentos ingeridos (sinais associados ao megaes6fago). Pode ocorrer
também, disfagia, epigastralgia, solu¢cos e salivagdo aumentada, resultado da
dificuldade em se alimentar. Cerca de um terco dos individuos podem desenvolver
dilatacdo do trato gastrointestinal e distirbios motores gastrointestinais, como

acalasia da cardia, disturbios de esvaziamento géstrico, alteracBes no transito



intestinal e alteragbes motoras do coOlon e vesicula biliar, podendo causar

deficiéncias nutricionais 7222,

Nos ultimos anos, essa endemia passou a se manifestar em centros
urbanos devido a progressiva urbanizacdo da populagdo rural e pode ser
considerada uma doenca emergente em vista da co-infeccdo com HIV/aids e da
sua incidéncia em imunodeprimidos submetidos a transplantes de 6rgaos e

terapéutica imunodepressora ¢,

Cabe salientar que ainda nao existe uma
guimioterapia segura para o tratamento da doenca, a Unica droga disponivel e
utilizada no Brasil é o benzonidazol, recomendada pela Fundagdo Nacional da

g [21:2324

Saude, com baixa eficacia na fase cronic Esse medicamento possui

ainda efeitos colaterais importantes, particularmente dermatites por

hipersensibilidade, polineurite e depressdo da medula 6ssea 27,

Portando, a doenca de Chagas continua sendo importante problema de
saude publica, muito negligenciada, e com muitos aspectos a serem esclarecidos,

dentre eles, a relacao entre nutricéo, infeccéo e imunidade.

1.1 Doenca de Chagas, Desnutricdo e Imunidade

A doenca de Chagas é ainda muito negligenciada por falta de interesse
governamental em investir em novos tratamentos e porque as pesquisas
geralmente n&o revertem no desenvolvimento e amplificagdo de acesso a novos
medicamentos, testes diagndsticos, vacinas e outras tecnologias para sua
prevencdo e controle B%3U. Em particular, as indUstrias farmacéuticas como s&o
orientadas pelo lucro, ndo investem em novas pesquisas e desenvolvimento de
novos medicamentos, ja que o retorno financeiro exigido ndo seria alcancado no
caso de doencgas que atingem populagdes marginalizadas, de baixa renda e pouca

influéncia politica, localizadas, majoritariamente, em paises em desenvolvimento
[30,32,33]

Essas populacdes marginalizadas, na sua maioria, apresentam habitos
alimentares inadequados, por deficiéncia na ingestdo de alimentos ou de

nutrientes, levando ao comprometimento do seu estado nutricional, que pode
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influenciar o estado imunoldgico e infeccioso do individuo. O estado nutricional &
um dos principais moduladores da resposta imune, sendo, por um lado, importante
determinante do risco e do prognostico de doencas infecciosas e, por outro,
diretamente influenciado pela infecgéio B,

O comprometimento do estado nutricional pode gerar um quadro conhecido
como desnutricdo protéico-energética, considerada um grande problema de saude
publica nos paises tropicais e subtropicais, e a maior causa de alta prevaléncia de
imunodeficiéncia adquirida no mundo, seguida pela alta morbidade e mortalidade
35361 E caracterizada por deficiéncia proteica, calérica e de varios micronutrientes,

como vitamina A, vitamina E, vitamina B6, folato, zinco, ferro, cobre, e selénio
[37,38]

Como consequéncias dessa desnutricdo, alteracbes imunoldgicas podem
ser observadas, incluindo atrofia de tecido linféide (diminuicdo do numero de
células e orgaos linféides mal desenvolvidos), leucopenia e reducdo da resposta
imune celular e humoral (afetando varias fungdes como fagocitose, diferenciacao
de células T, ativacdo de macrofagos, producéo de citocinas, entre outros); sendo

caracterizada nutricionalmente, como sindrome de imunodeficiéncia adquirida
[26,39,40]

A desnutricdo protéico-energética pode ser observada em individuos que
possuem ingestao inadequada de alimentos, influenciando na susceptibilidade a
infeccdes por patdgenos (bactérias, parasitas e virus), perda de peso, baixa
imunidade, danos a mucosa gastrointestinal, perda de apetite, ma-absorcdo de
nutrientes, podendo ocorrer reativacdo de infec¢des virais e desenvolvimento de

infeccbes oportunistas 224384142

. A deficiéncia de micronutrientes (vitaminas e
minerais) pode ser considerada fator de risco para muitas doencas agudas e

crénicas, contribuindo para altas taxas de morbidade e mortalidade .

Varios estudos experimentais tém relatado a interacdo entre a infeccéo e
diversas deficiéncias nutricionais, tanto de macronutrientes (proteinas,

carboidratos e gorduras), como de micronutrientes (eletrolitos, minerais e



vitaminas). De acordo com Fraker e colaboradores, o0s baixos niveis dietéticos de
zinco afetam a resposta imune de animais a infec¢cdo pelo T.cruzi. Brazdo e
colaboradores descreveram que a suplementacdo dietética de zinco esta
associada com a reducao nos niveis sanguineos de T.cruzi durante a fase aguda
da infeccdo em ratos “**®. Tem sido observado forte associacdo entre desnutricdo
proteico-energértica/deficiéncia de micronutrientes e o aumento de infeccdes,
incluindo HIV/Aids, tuberculose, malaria, leishmaniose, e talvez, a doenca de

Chagas 164659

Além disso, as infec¢Bes por protozoarios habitualmente sé causam doenca
em uma parcela de individuos infectados, indicando que o sistema imune néo
permite na maioria das vezes, a multiplicagcdo em grande escala dos protozoarios
e a disseminacao da infeccdo. Sendo assim, esses agentes podem permanecer
no hospedeiro por toda a vida sem manifestar a doenca, a ndo ser que esse
equilibrio seja perdido por uma depressao imune ou pelo desencadeamento de
uma resposta imunitaria exacerbada com inflamacdo tecidual. Sabe-se que a
desnutricdo protéica-energética é a principal causa de imunodeficiéncia adquirida
e isso pode ser um fator agravante no desenvolvimento da doenga, que acomete

uma populacéo mais carente °%,

Estudos experimentais em camundongos demonstraram que a resposta
imune Thl, caracterizada pela producéo de interferon-gama e fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a), contribuem para o controle do parasitismo P79,

Em relagdo a participagdo do sistema imune na infeccdo chagasica, o
pesquisador Keusch relata que o sistema imune estimula mecanismos de defesa
inespecificos (resposta inata) e especificos (resposta adaptativa) do individuo na
tentativa de eliminar o parasita circulante, que podem ser diretamente
influenciados pelo estado nutricional de micronutrientes e de macronutrientes .
Ambos 0s processos envolvem ativacao de células imunoldgicas e sintese de um
conjunto de moléculas que requerem replicacdo de DNA, expressao de RNA e
sintese/secrecdo protéica, que sdo grandes consumidores de energia. Os

mediadores de inflamacdo também contribuem para o aumento da resposta

7



catabdlica **%?. Na fase aguda desse tipo de infeccdo pode ocorrer um processo
de hipercatabolismo, agravado pela anorexia, o que resulta na perda e,
consequentemente, deplecdo das reservas nutricionais do corpo ?*® A alta
demanda energética, exigida durante a infeccdo € seguida por alteracbes de
marcadores metabolicos, com o objetivo de preparar o organismo contra 0 agente

agressor 4,

Sabe-se que quase todos os nutrientes da dieta desempenham papel
crucial na manutencdo de uma resposta imune “ideal”, e sua deficiéncia afeta
negativamente o estado imunoldgico e a susceptibilidade a uma variedade de

patégenos, incluindo o T.cruzi %53,

Entretanto, o grande problema da infec¢do ndo € o parasita em si, mas as
consequéncias da resposta imune desencadeadas por ele no organismo. Com o
objetivo de eliminar o patdgeno ocorre um processo inflamatoério, gerando morte
celular e danos teciduais ao hospedeiro %,

Durante a infeccdo chagasica ha producédo de citocinas proé-inflamatorias
tais como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e TNF-a, que sdo responsaveis
por uma série de alteracbes metabodlicas como regulacdo do ritmo metabdlico, da
resposta imune e da composicdo corporal, afetando direta e indiretamente o

metabolismo [2428:6566]

. Essa resposta inflamatéria da fase aguda € estabelecida
nos primeiros dias de infec¢do, sendo caracterizada por reacdo nao especifica do
corpo ao agente agressor, que ocorre inicialmente no local, depois, torna-se
sistémica 2627,

Embora haja um determinado perfil de resposta imune na infec¢éo, esta
depende do tipo de parasita e, algumas vezes, também da genética do
hospedeiro, podendo a resposta final ser constituida por um balanco entre
mecanismos celulares, humorais e secrecdo de citocinas pro-antiinflamatorias (IL-

1, IL-6 e TNF-0)), numa clara evidéncia de co-evolugéo ©4,

Essas citocinas sdo mediadoras de uma grande variedade de reacles

biologicas, algumas essenciais para a resposta metabdlica, hemodinamica,
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imunoldgica e reparadora do organismo ao trauma. A complexa interagdo entre as
citocinas, o sistema neuroenddcrino classico e os varios outros fatores humorais
secundarios estimula a resposta inflamatéria que visa, em Ultima estancia, a

preservacao da vida °”.

A IL-1 influencia de maneira sinérgica em muitos efeitos do TNF-a.. O TNF
induz a sintese de IL-1 pelas células endoteliais e pelos mondcitos. Por sua vez, a
IL-1 aumenta muitos os efeitos do TNF-a, por meio de um provavel feedback de
auto-regulacdo. Ambas citocinas influenciam importantes fungfes imunoldgicas,
como estimulacdo de interleucina-2 (IL-2) e interleucina-8 (IL-8), amplificacéo da
proliferacdo de timécitos ao estimulo antigénico e aumento da proliferacdo e da
resposta de células B. A IL-1 promove febre, anorexia, sonoléncia, hipotenséo
arterial, reducdo dos niveis de catecolaminas e tiroxina, depressédo de diversos
sistemas enzimaticos, aumento de fatores estimulantes de col6nias e da IL-6,
aumento de proteinas de fase aguda, além do extenso extravasamento de liquido

intravascular ©7

A IL-6, produzida pelos linfécitos, estimula, junto com a IL-2 vérias fungdes
dos linfécitos T e B, assim como a producdo de proteinas de fase aguda pelos

hepatécitos 7).

O TNF-a que é produzido pelos mondcitos e macréfagos inibe a atividade
da lipase lipoprotéica, apresentando efeito pirogénico e induzindo a caquexia ou
perda de peso severa (‘wasting”) *®. Também desencadeia liberacéo de outras
citocinas como IL-1 e IL-2, que mediam um aumento no gasto energético, assim
como a mobilizagdo de aminoacidos, atuando no catabolismo protéico muscular
57 varios estudos em modelos experimentais e em humanos tém relatado o papel
de citocinas como o TNF-a na regulacdo da resposta imunoldgica na fase aguda

da doenca de Chagas 7.

A participacdo dessas citocinas tem sido observada tanto no processo
inflamatério agudo quanto crénico ?®. Todo esse processo é acompanhado por

aumento da demanda energética e baixa ingestdo de alimentos, o que pode afetar



0 estado nutricional do individuo, podendo até evoluir para caguexia; mostrando a
importancia dessas citocinas pré-inflamatérias na triade desnutricdo-infeccéo-

imunidade (Figura 3) 24,

Existem poucos estudos que relatam a associacdo da desnutricdo com a

infeccdo pelo T.cruzi. "

. Com base nessas consideracdes, decidimos avaliar a
participacdo das citocinas IL-1, IL- 6 e TNF-a no processo infeccioso causado pelo

T.cruzi e as repercussodes nutricionais.

Figura 3. Importancia das citocinas pré-inflamatérias no estado nutricional. Fonte: Cachexia:
pathophysiology and clinical relevance, 2006.
Estudos experimentais realizados em camundongos com infecgéo
chagésica tém sido fundamentais para determinar o papel dessas citocinas e dos

varios tipos celulares, mediadores e protetores contra a infeccéo aguda ™.

Por fim, embora ja tenha sido observado que as deficiéncias nutricionais
exercem efeito direto na infeccdo pelo T.cruzi, muitos aspectos, como a

participacdo de mecanismos imunoldgicos envolvidos, ainda estdo pouco
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explorados, incluindo a associacdo do efeito da desnutricdo, do sistema imune e

de mecanismos patoldgicos dessa infeccéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos da desnutricdo e das citocinas pro-inflamatérias em
camundongos Balb/c machos na evolucdo da infeccdo aguda pelo T. cruzi e

durante o tratamento com o benzonidazol.

2.2 Objetivos Especificos

- Correlacionar os efeitos da desnutricdo com a resposta imune adaptativa
mediada por TNF-a, IL-1 e IL-6 atraves da realizacdo de dosagem dessas

citocinas nos diferentes momentos do estudo.

- Realizar andlise histopatolégica de 6érgdos (coracgdo, intestino e figado)
para verificar diferencas entre a desnutricio e estado infeccioso dos

camundongos.
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3 CASUISTICA E METODOS
3.1 Casuistica

3.1.1 Animal e Ambiente de Experimentacao

O presente estudo foi desenvolvido com 90 camundongos isogénicos
Balb/c, machos, com 12 semanas de vida e aproximadamente 30 g de peso
corporal, mantidos em temperatura ambiente (25+2°C), com alimentacao restrita
apenas para o grupo de camundongos desnutridos e agua ad libitum. Os animais
foram criados e mantidos no biotério do Laboratério de Pesquisa da Area de
Doencas Tropicais do Departamento de Doencas Tropicais e Diagndstico por
Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

3.2 Métodos

3.2.1 Grupos de Estudo

Os parametros utilizados no estudo foram os seguintes:
e Infeccao pelo T. cruzi;

e Tratamento com Benzonidazol atraves do método de gavagem,
100mg/Kg/dia, a partir do primeiro até o quinto dia apds infeccao;

e Restricao dietética: 75% da dieta normal.

A partir desses parametros foram constituidos seis grupos (G1 a G6) e

todos foram avaliados em cinco momentos do estudo (Tabela 1).

Os cinco momentos, classificados como: M1, M2, M3, M4 e M5, para coleta
das variaveis, foram estipulados a partir do dia de infec¢do pelo T.cruzi: (Tabela
2).
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Tabela 1. Descricdo das condigdes dos grupos em estudo, compostos por 15 camundongos cada

Caracteristicas
Grupo - .
Estado de saude Dieta
G1 CN nao infectados (controle) Normal
G2 NCh Infectados Normal
G3 NChBZ infectados e tratados com Normal
benzonidazol
G4 CD nao infectados (controle) restricdo dietética
G5 DCh Infectados restricdo dietética
G6 DChBZ infectados e tfatados com restricdo dietética
benzonidazol

CN = controle normal; NCh = normal com T.cruz; NChBZ = normal + T.cruzi + Benzonidazol; CD = controle
desnutrido; DCh = desnutrido com T.cruzi; DChBZ = desnutrido + T.cruzi + Benzonidazol

Tabela 2. Caracterizagdo dos momentos do estudo

MOMENTOS TEMPO
M1 (momento 1) 24 horas apos infeccéo pelo T.cruzi
M2 (momento 2) 3° dia de infeccao
M3 (momento 3) 5° dia de infeccéo
M4 (momento 4) 7° dia de infeccao (pico de viruléncia da cepa Y)
M5 (momento 5) 9° dia de infeccéo

A restricdo dietética foi estabelecida para se obter uma perda de peso de
12-15% do peso inicial. Para isso, os camundongos que pertenciam aos grupos
dos desnutridos foram submetidos a um periodo de desnutricdo prévia, com
duracao de aproximadamente 20 dias.

Os 90 camundongos foram distribuidos em caixas, cada uma com
capacidade para cinco camundongos (Figura 4).

14



Figura 4. Camundongos Balb/c: caixas de acondicionamento e marcacao.
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3.2.3 CepadeT. cruzi

Para realizar a infec¢éo foi utilizada a cepa aguda Y de T.cruzi, mantida
no Laboratério de Pesquisa da Area de Doencas Tropicais da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP.

3.2.4 Infeccédo dos camundongos por T.cruzi

Os camundongos machos Balb/c foram infectados com as formas
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi. A infecgcédo foi feita pela inoculagao
intraperitoneal de 10* tripomastigotas/mL de sangue, obtidas por punc&o
cardiaca de animais previamente infectados pela cepa Y de T. cruzi (Figura 5)
e mantidas no Laboratério de Pesquisa em Doencas Tropicais. A concentracao
desejada para a infeccao foi feita pela contagem de parasitas em camara de
Neubauer.

Figura 6. Inoculagéo intraperitoneal.

3.2.5 Dieta oferecida

Os animais receberam dieta normal composta por racéo especifica (RC
FOCUS 1765 Camundongos PP) para alimentacéo de roedores em laboratério.

Essa racdo é composta por: 6leo de soja degomado, fosfato bicalcico,
cloreto de sédio (sal comum), milho moido, farelo de soja, farelo de trigo
(55,4091%), farinha de carne e ossos, aditivo, antioxidante, premix mineral
vitaminico, farinha de peixe. Além desses componentes, possui enriquecimento
mineral e vitaminico por Kg de peso, e micronutrientes como: ferro 100mg,

cobre 10mg, zinco 60mg, manganés 75 mg, iodo 2 mg, selénio 0,2 mg, cobalto
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1,5 mg, magnésio 2 mg, vitamina A 12.600 Ul, vitamina D3 2.500 UI, vitamina E
60 Ul, vitamina K 10 mg, acido félico 3 mg, biotina 0,4 mg, colina 500 mg,
niacina 65 mg, acido pantoténico 25 mg, tiamina 5 mg, vitamina B2 6 mg,
piridoxina 8 mg, vitamina B12 30 mcg, metionina 300 g e lisina 100 mg.

A dieta foi pesada diariamente em balanca digital (Spider 2 — Metter
Toledo), com preciséo de 2-6 g.

Os animais dos grupos G4, G5 e G6 foram submetidos & restricdo
dietética com oferta diaria de 75% da quantidade ingerida pelo grupo normal
por 20 dias, antes do inicio do estudo.

Diariamente verificou-se o consumo do grupo controle normal, pela
pesagem da racdo, e a partir dai retirou-se 25% do total, que foi ent&o
distribuida para os camundongos com restricdo dietética. Decorridos 20 dias,

iniciou-se o estudo com infec¢ado nesses animais.

3.2.6 Peso dos Animais

O peso dos animais foi medido em cinco momentos (M1, M1, M3, M4 e
M5). Foi feita a eutanasia de 03 animais de cada grupo, em cada momento,
considerando os seis grupos de animais (G1, G2, G3, G4, G5 e G6) (Figura 6).

18



Figura 7. Pesagem dos camundongos Balb/c.

Os cinco momentos determinados também foram fixados para os
animais nao infectados no primeiro momento, ou primeiro dia ou 24 horas apés

a infeccao.

Depois de sorteados os animais de cada grupo, o peso de cada um foi
medido com uso da balanca digital acima descrita e registrado semanalmente.
No inicio do experimento, os animais nao infectados de ambos os grupos (com

e sem restricdo dietética) foram pesados, obtendo-se o peso inicial e final.

3.2.7 Obtencédo do material de estudo

Os animais foram anestesiados por inoculacdo intraperitoneal de
pentobarbital sodico a 4%, na proporcéo de 01 mL/Kg de peso. Em seguida, foi
realizada puncao cardiaca para coleta de sangue, que foi centrifugado e
armazenado a -80°C para posterior andlise. Realizou-se eutanasia de 3
animais de cada grupo por dia, somando um total de 15 animais/dia.

Esses animais foram pesados e submetidos a necropsia para retirada do

coracdao, intestino e figado (Figura 7).
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Figura 8. Coleta de 6rgaos (coracéo, intestino e figado).

3.2.8 Coletados 6rgéos e histologia

Os orgaos (coracao, intestino e figado) retirados foram pesados em
balanca digital e conservados em frascos contendo formol tamponado a 10%
por 24 horas. Apés este periodo, a solucdo de formol tamponado 10% foi

trocada para acondicionar os 6rgaos até o momento do processamento.

O preparo das laminas foi feito pela Histologia da Faculdade de
Medicina. O material foi submetido a alcool absoluto por uma hora, repetindo o
processo por seis vezes. Na sequencia, as amostras foram submersas em
mistura de alcool e xilol (1:1), e depois somente em xilol (1 hora). Entdo as
amostras foram colocadas em cubas de parafina para obtencdo de cortes
histologicos no micrétomo. Posteriormente realizou-se a coloragdo com

hematoxilina-eosina.

As laminas foram encaminhadas para andlise histopatoldgica no servico
de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu —

Unesp.

3.2.9 Determinacéao dos niveis séricos de TNFe, IL-1 e IL-6

Nos dias em que foi feito a eutanasia, foi coletado sangue (por puncéo
cardiaca) de trés animais de cada grupo para determinacdo das citocinas. Em
seguida, esses animais foram fixados em decubito dorsal, em suporte para

disseccao.
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O sangue foi centrifugado a 1500 rpm durante 10 minutos para obtencao
do soro, que foi armazenado em freezer a — 80°C até o dia da realizacdo da
analise por ELISA.

3.3 Analise Estatistica

Foi utilizada a distribuicdo gama e a comparacao foi feita com a opcao
diff do processo Genmod. Os grupos observados no tempo eram
independentes e utilizou-se um esquema em fatorial, considerando como
efeitos principais grupo e tempo. Utilizou-se Anova com teste de Tukey para
tratar os dados de normalidade. O nivel de significancia considerado foi p <
0,05. Programa SAS for Windows, versao 9.2.

A analise estatistica foi realizada com auxilio do GAP (Grupo de Apoio a
Pesquisa) da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao nutricional

Para realizacdo da avaliacdo nutricional foi feita a pesagem de trés
animais de cada grupo (G1, G2, G3, G4, G5 e G6), nos cinco momentos (M1,
M2, M3, M4 e M5). Para avaliacdo do peso do coragéo, intestino e figado, apés

a eutanasia, estes, também foram pesados.

4.1.1 Variacdo quanto ao peso corporal

Em relacdo aos grupos que receberam dieta normal (Figura 9),
observou-se que no grupo controle (G1) e no grupo infectado e tratado com
benzonidazol (G3) houve aumento de peso corporal mais significativo no
momento M4, considerado o momento de maior parasitemia da cepa Y, com
reducdo significativa do peso no momento M5. Ja no grupo somente infectado
(G2) houve aumento significativo do peso corporal no momento M5.

Figura 9. Distribuicdo das médias dos valores de peso corporal (gramas) de camundongos
Balb/c, com dieta controle (G1, G2 e G3) nos cinco momentos. Gl=controle normal (CN),
G2=normal+ T.cruzi (NCh), G3=normal + T.cruzi + Benzonidazol (NChBZ), p<0,05.
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Em relagcédo aos grupos com restricdo dietética (Figura 10), observou-se
gue no grupo controle (G4) e no grupo infectado e tratado com benzonidazol
(G6) houve aumento significativo de peso do momento M1 para 0 momento
M2. Entretanto, houve maior variacdo foi observada no momento de maior
parasitemia (M4) na qual houve reducéo do peso corporal nos trés grupos (G4,
G5 e G6), seguido de um aumento de peso no momento M5.

Figura 10. Distribuicdo das médias dos valores de peso corporal (gramas) de camundongos
Balb/c, com restricdo dietética (G4, G5 e G6) nos cinco momentos. G4=controle desnutrido
(CD), G5=desnutrido+T.cruzi (DCh), G6=desnutrido + T.cruzi + Benzonidazol (DChBZ), p<0,05.

Portanto, houve interacdo entre a dieta e a infeccado pelo T.cruzi nos
cinco momentos do estudo, como mostrado nas Figuras 9 e 10.

4.1.2 Variagdo quanto ao peso do coracao

Em relacdo aos grupos que receberam dieta normal (Figura 11),
observaram-se variagfes significativas do momento M1 para 0 momento M2:
aumento do peso do coragao no grupo infectado (G2) e reducdo do peso no
grupo infectado e tratado (G3). Porém, no momento M4 (maior parasitemia), foi
observada reducéao significativa do peso do coracdo nos trés grupos (G1, G2 e
G3) e no momento M5, aumento significativo.
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Figura 11. Distribuicdo das médias dos valores do peso do coracdo (gramas) de camundongos
Balb/c, com dieta controle (G1, G2 e G3) nos cinco momentos. Gl=controle normal (CN),
G2=normal + T.cruzi (NCh), G3=normal + T.cruzi + Benzonidazol (NChBZ), p<0,05.

Em relagéo aos grupos com restricdo dietética (Figura 12), observou-se
nos grupos nos trés grupos (G4, G5, G6) aumento significativo do peso do
coracdo do momento M1 para 0 momento M2; e reducao bastante significativa

dessa variavel em todos os grupos no momento M4 (maior parasitemia)

Figura 12. Distribuicdo das médias dos valores do peso do coracao (gramas) de camundongos
Balb/c, com restricdo dietética (G4, G5 e G6) nos cinco momentos. G4=controle desnutrido
(CD), G5=desnutrido + T.cruzi (DCh), G6=desnutrido + T.cruzi + Benzonidazol (DChBZ),
p<0,05.
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4.1.3 Variagdo quanto ao peso do intestino

Em relacdo aos grupos que receberam dieta normal, observou-se que
nos trés grupos (G1, G2, e G3) houve reducao significativa do peso do intestino
no momento M4 (maior parasitemia). Foi observado também, variacdo do peso
no grupo G3, com reducao significativa no momento M2 e aumento significativo

no momento M3 (Figura 13).

Figura 13. Distribuicdo das médias dos valores do peso do intestino (gramas) de camundongos
Balb/c, com dieta controle (G1, G2 e G3) nos cinco momentos. Gl=controle normal (CN),
G2=normal + T.cruzi (NCh), G3=normal + T.cruzi + Benzonidazol (NChBZ), p<0,05.

Em relacdo aos grupos com restricdo dietética, observou-se nos trés
grupos (G4, G5 e G6) um comportamento diferente de variacdo do peso
durante os cinco momentos do estudo. No momento M4 (maior parasitemia),
houve reducéo significativa do peso do intestino nos grupos G4 e G6 e
aumento significativo da mesma variavel no grupo G5 (Figura 14).
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Figura 14. Distribuicdo das médias dos valores do peso do intestino (gramas) de camundongos
Balb/c, com restricdo dietética (G4, G5 e G6) nos cinco momentos. G4=controle desnutrido
(CD), G5=desnutrido+T.cruzi (DCh), G6=desnutrido + T.cruzi + Benzonidazol (DChBZ), p<0,05.

4.1.4 Variacdo quanto ao peso do figado

Em relacdo aos grupos com dieta normal, observou-se variagdo do peso
do figado diferente nos trés grupos (G1, G2 e G3). No momento M2 houve
reducdo do peso no grupo G1 e aumento significativo no grupo G2. J& no
momento M4 (de maior parasitemia) houve aumento significativo do peso no

grupo G3 (Figura 15).

Figura 15. Distribuicdo das médias dos valores do peso do figado (gramas) de camundongos
Balb/c, com dieta controle (G1, G2 e G3) nos cinco momentos. Gl=controle normal (CN),
G2=normal + T.cruzi (NCh), G3=normal + T.cruzi + Benzonidazol (NChBZ), p<0,05.
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Em relagéo aos grupos com restricao dietética, observou-se no momento
M2 reducéo significativa do peso do 6rgédo no grupo controle (G4) e no grupo
infectado e tratado (G6) e aumento significativo no grupo infectado (G5). No
momento M4, de maior parasitemia da cepa Y, houve reducdo bastante
significativa do peso do figado nos grupos G4, G5 e G6, seguido de aumento
significativo no momento M5 (Figura 16).

Figura 16. Distribuicdo das médias dos valores do peso do figado (gramas) de camundongos
Balb/c, com restricdo dietética (G4, G5 e G6) nos cinco momentos. G4=controle desnutrido
(CD), G5=desnutrido+T.cruzi (DCh), G6=desnutrido + T.cruzi + Benzonidazol (DChBZ), p<0,05.

4.2 Avaliagao das citocinas

Para avaliagdo das citocinas foi retirado o sangue de trés animais de
cada grupo (G1, G2, G3, G4, G5 e G6), nos cinco momentos (M1, M2, M3, M4
e M5) apdés eutandsia, para realizacéo da analise.

4.2.1 Variagdo quanto acitocina IL-1

Em relacdo aos grupos com dieta normal, observou-se que no grupo
controle (G1), ndo houve variagdo significativa da IL-1 durante 0s cinco
momentos. Ja no grupo infectado (G2) houve aumento significativo da variavel
do momento M2, progredindo até o momento M5. No grupo infectado e tratado
(G3) observou-se aumento significativo da variavel do momento M4 (maior
parasitemia) até o momento M5 (Figura 17).
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Figura 17. Distribuicdo das médias dos valores de IL-1, de camundongos Balb/c, com dieta
controle (G1, G2 e G3) nos cinco momentos. G1=controle normal (CN), G2=normal + T.cruzi
(NCh), G3=normal + T.cruzi + Benzonidazol (NChBZ), p<0,05.

Em relacdo aos grupos com restricdo dietética, observou-se que no
grupo controle (G4) houve aumento significativo da variavel somente no
momento M5. No grupo infectado (G5), observou-se aumento progressivo
significativo da IL-1 nos momentos M1, M2 e M3, progredindo até o momento
M5. No grupo infectado e tratado (G6) houve elevacao significativa da variavel
no momento M1, M2 e M3; com discreta reducdo nos momentos M4 e M5
(Figura 18).
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Figura 18. Distribuicdo das médias dos valores de IL-1, de camundongos Balb/c, com restricdo
dietética (G4, G5 e G6) nos cinco momentos. G4=controle desnutrido (CD),
G5=desnutrido+T.cruzi (DCh), G6=desnutrido + T.cruzi + Benzonidazol (DChBZz), p<0,05.

4.2.2 Variagdo quanto a citocina IL-6

Em relacdo aos grupos que receberam dieta normal, no grupo controle
(G1) ndo houve variagao significativa da IL-6 durante os cinco momentos do
estudo. Ja no grupo infectado (G2), houve aumento significativo nos cinco
momentos; e no grupo infectado e tratado (G3), houve aumento significativo da
variavel no momento M2, seguida de pouca variacao significativa ao longo dos
momentos M3, M4 e M5 (Figura 19).
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Figura 19. Distribuicdo das médias dos valores de IL-6, de camundongos Balb/c, com dieta
controle (G1, G2 e G3) nos cinco momentos. G1l=controle normal (CN), G2=normal+ T.cruzi
(NCh), G3=normal + T.cruzi + Benzonidazol (NChBZ), p<0,05.

Em relacdo aos grupos com restricdo dietética, observou-se no grupo
controle (G4) aumento significativo nos momentos M3, M4 e M5. No grupo
infectado (G5), observou-se elevacdo progressiva significativa nos cinco
momentos do estudo; e no grupo infectado e tratado (G6), houve aumento
significativo do momento M2 para M3; seguida de reducéo significativa nos
momentos M4 e M5 (Figura 20).

Figura 20. Distribuicdo das médias dos valores de IL-6, de camundongos Balb/c, com restrigdo
dietética (G4, G5 e G6) nos cinco momentos. G4=controle desnutrido (CD),
G5=desnutrido+T.cruzi (DCh), G6=desnutrido + T.cruzi + Benzonidazol (DChBZ), p<0,05.
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4.2.3 Variagdo quanto a citocina TNF-a

Em relacdo aos grupos com dieta normal, observou-se que no grupo
controle (G1) houve reducéo significativa do TNF-a no momento M3 e elevagao
significativa no momento M5. No grupo infectado (G2), foi observado aumento
progressivo significativo do TNF-a durante os cinco momentos do estudo. No
grupo infectado e tratado (G3), houve aumento significativo da variavel nos
momentos M1, M2, M3 e M4 (Figura 21).

Figura 21. Distribuigdo das médias dos valores de TNF-a, de camundongos Balb/c, com dieta
controle (G1, G2 e G3) nos cinco momentos. G1=controle normal (CN), G2=normal + T.cruzi
(NCh), G3=normal + T.cruzi + Benzonidazol (NChBZ), p<0,05.

Em relacdo aos grupos com restricdo dietética, observou-se no grupo
controle (G4) aumento significativo do TNF-oo do momento M3 para M4. No
grupo infectado (G5), houve aumento progressivo significativo da variavel nos
cinco momentos do estudo. No grupo infectado e tratado (G6) ocorreu um
aumento significativo do TNF-a. do momento M2 para M3; permanecendo sem

variagdo nos momentos M4 e M5 (Figura 22).
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Figura 22. Distribuicdo das médias dos valores de TNF- |, de camundongos Balbic, com
restricdo dietética (G4, G5 e G6) nos cinco momentos. G4=controle desnutrido (CD),
G5=desnutrido + T.cruzi (DCh), G6=desnutrido + T.cruzi + Benzonidazol (DChBZ), p<0,05.

4.3 Avaliacédo histopatolégica

4.3.1 Coracao

Os grupos controle normal (G1) e desnutrido (G4) ndo apresentaram
alteragbes teciduais, mantendo o aspecto histopatologico normal (Figura 23).
Ja nos grupos infectado (G2) e infectado, desnutrido e tratado (G6) observou-
se o surgimento de pseudocisto com protozoarios a partir do 5° dia de infec¢éo
pelo T.cruzi (Figura 24).

Figura 23. Corte histolégico de coragéo — tecido sadio. Grupos G1 e G4.
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Figura 24. Grupos G2 e G6 — Corte histologico de coragédo (apice). Pseudocisto com
protozodarios (seta). H&E, 400x.

No grupo infectado e desnutrido (G5) foi observado epicardite e
miocardite supurativa e histocitica, onde o epicardio e o miocardio superficial
encontram-se expandidos por exsudato misto (Figura 25). O grupo infectado e
tratado (G3) apresentou epicardite e miocardite necrosupurativa, onde o0s
cardiomiocitos necroticos mostraram um citoplasma eosinofilico forte e

homogéneo (Figura 26).

Figura 25. Grupo G5 — Corte histologico de coracao (apice). Epicardite e miocardite supurativa
e histiocitica. H&E, 400x.

33



Figura 26. Grupo G3 — Corte histologico de coracao (apice). Epicardite e miocardite

necrosupurativa (setas). H&E, 400x.

4.3.2 Intestino

Nos grupos controle normal (G1) e desnutrido (G4) ndo foi observada
alteracdo tecidual, apresentando aspecto histopatol6gico normal (Figura 27).

Figura 27. G1 e G4 — Corte histolégico de intestino — tecido sadio. H&E, 400x.

Nos grupos, infectado (G2) e infectado e tratado (G3) observou-se
hiperplasia de nédulo linfoglandular a partir do 3° dia de infeccéo pelo T.cruzi
(Figura 28).
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Figura 28. Grupos G2 e G3. Corte histoldgico de intestino (co6lon). Hiperplasia do nédulo
linfoglandular. H&E, 200x.

Nos grupos, infectado e desnutrido (G5) e infectado, desnutrido e tratado
(G6) verificou-se um edema de lamina propria submucosa partir do 5° dia de
infeccao pelo T.cruzi (Figura 29).

Figura 29. Grupos G5 e G6 — Corte histologico de intestino (célon). Edema de lamina prépria-
submucosa (seta). H&E, 400x.
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4.3.3 Figado

Nos grupos controle normal (G1l) e desnutrido (G4) nao foram
observadas alteracdes teciduais, mantendo o aspecto histopatolégico normal
(Figura 30).

Figura 30. Grupos G1 e G4. Corte histologico do Figado — tecido sadio. H&E.
Nos grupos, infectado (G2), infectado e tratado (G3), infectado e
desnutrido (G5) e infectado, desnutrido e tratado (G6) observou-se hepatite

aguda com necrose hepatocelular a partir do 7° dia de infeccdo pelo T.cruzi
(Figuras 31 e 32).

Figura 31. Grupos G2 e G3 — Corte histolégico do figado. Hepatite aguda com necrose
hepatocelular. H&E, 400x.
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Figura 32. Grupos G5 e G6 — Corte histolégico do figado. Hepatite aguda com necrose
hepatocelular. H&E, 400x.
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5 DISCUSSAO

A desnutricdo protéico-energética € considerada causa comum de
imunodeficiéncia secundaria e susceptibilidade a infeccdes em humanos no
mundo. Do ponto de vista de saude publica, a desnutricdo representa um fator
de risco para infec¢cbes cronicas e agudas e pode contribuir para o aumento

das taxas de morbidade e mortalidade %%,

Atualmente, tem sido amplamente aceito, que a imunidade ou a
susceptibilidade a diversas doencas infecto-parasitarias estdo diretamente
relacionadas ao estado nutricional dos individuos *°. Podemos salientar que os
nutrientes possuem importante papel na manutencdo da resposta imune
adequada; e que, altera¢c®es nutricionais podem ter efeito negativo no sistema
imune atuando no crescimento e no potencial patogénico de agentes

infecciosos de diversas patologias, como a infeccdo pelo T.cruzi 66272

Estudos envolvendo modelos experimentais e humanos tém observado
a relacdo entre deficiéncia protéica e infeccdo chagasica na fase crbnica. Essa
restricdo protéica, quando severa, pode ocasionar reducdo da resisténcia a
infeccdo pelo T.cruzi, resultando em alta parasitemia e mortalidade 77,
Apesar dos poucos estudos, ha relatos de que a deficiéncia protéica afeta
aspectos imunologicos gerais que, juntos, podem interferir em pacientes
chagasicos desnutridos e na interacéo hospedeiro-parasita [?. No entanto, ndo
h& referéncias sobre a imunossupressao causada pela desnutricdo ou de sua

repercussao na infeccéo pelo T.cruzi na fase aguda.

Outra importante consequéncia da desnutricdo é a perda de peso, que
pode evoluir para caquexia; caracterizada por uma “sindrome de fome”,
resultado de grande privacdo caldrica. Geralmente, os individuos que
apresentam esse quadro possuem maior perda de tecido adiposo do que
massa magra. Embora muitas doencgas tém sido associadas com caquexia, 0S

mecanismos envolvidos nessa patogénese continuam ainda obscuros 88,

Sabe-se que o sistema inflamatorio mediado através de injaria celular ou
ativacao do sistema imune leva a uma resposta inflamatéria aguda, causando

producédo e liberagcdo excessiva de citocinas. Essas citocinas possuem papel
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fundamental na imunomodulacdo e tém sido associadas com a etiologia da
anorexia, perda de peso, disfuncdo cognitiva, anemia e fragilidade. A producéo
e liberacdo excessiva de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1, IL-6, interferon-
gama e TNF-qa, tem sido associadas com a evolucdo para caquexia, observada
em pacientes com infeccdo aguda [® 8% Todos esses processos resultam
em balango energético negativo e perda de peso. Notadamente, a evolugdo da
infeccdo também esta atribuida aos efeitos periféricos e centrais de
mediadores de citocinas no sistema nervoso; podendo causar sintomas como
mal-estar, apatia, fraqueza, que podem comprometer a ingestao energética. Ha
evidéncias destacando a importancia da funcdo das citocinas na caquexia

assim como o uso de antagonistas de citocinas como op¢ao terapéutica 7889,

Frente a estas consideracdes, justifica-se a avaliacdo da resposta
inflamatoria e suas possiveis associacdes com a desnutricdo e a forma aguda

da doenca de Chagas.

O comprometimento do estado nutricional avaliado pelo peso corporal
dos animais mostrou altera¢des significativas nos seis grupos ao longo dos
cinco momentos. Observou-se que a infeccao influenciou na variacdo de peso
dos animais que receberam dieta normal, quando comparados nos diferentes
momentos. O grupo G3 (dieta normal, infectados e tratados com benzonidazol)
apresentou a mesma variacdo de peso corporal do que grupo G1 (controle
normal), mostrando que o tratamento especifico e precoce foi eficaz, o que

permitiu manutencéo do peso semelhante ao controle.

Nos grupos com desnutricdo prévia e infectados pelo T. cruzi (G5 e G6)
observou-se variagdo de peso nos animais no momento M4, considerado o
pico da parasitemia, revelando assim a maior acdo do parasita no hospedeiro.
Muitos estudos tém revelado que o processo infeccioso € acompanhado de
hipercatabolismo, com grande perda de reservas energéticas corporais 8%,

Dessa forma, quando analisamos o peso corporal, a infeccdo atuou

como fator agravante do quadro nutricional nos camundongos desnutridos.

7z

Segundo Kotler e colaboradores, o peso corporal € um importante

marcador na avaliacdo do estado nutricional e as deficiéncias nutricionais
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primarias podem ser ocasionadas por problemas sociais, como pobreza e
consumo inadequado de alimentos em humanos ¢#. Considerando-se que a
populacdo infectada pelo T.cruzi apresenta, muitas vezes, condi¢bes socio-

econdmicas precarias, isso pode comprometer o estado nutricional.

O peso corporal é caracterizado pela soma de todos os compartimentos
do corpo e reflete o equilibrio protéico-energético do individuo, que juntamente
com a avaliacdo da composicdo corporal permite diagnosticar possiveis
anormalidades nutricionais, proporcionando maior eficiéncia nas intervencoes
nutricionais °”. Portanto, como observado no presente estudo, o peso corporal

apresentou grande importancia na evolucao e progndstico dessa doenca.

As infeccbes agudas ocasionam respostas ao estresse causado no
organismo, desencadeando alteragcbes metabdlicas com a finalidade de
preparar o hospedeiro para combater o agente agressor. O hipercatabolismo e
aumento da demanda energética juntamente com ingestao inadequada de
nutrientes agravam o processo infeccioso 3. Portanto, a desnutricéo foi fator

importante nos resultados.

Segundo Schaible & Kaufmann e Scrimshaw e colaboradores, o préprio
guadro infeccioso pode contribuir para causar a desnutricdo, como por
exemplo: infeccdes gastrointestinais que ocasionam diarréia; infeccbes
cronicas como Aids/HIV, tuberculose que podem causar caquexia e parasitas
intestinais que podem causar anemia e deplecao de nutrientes. A estimulacao
da resposta imune pela infeccdo aumenta a demanda metabdlica por energia,
levando a um ciclo vicioso sinérgico da desnutricdo e aumento da

susceptibilidade a infecces &Y,

Na fase aguda da infeccdo chagasica o nimero de parasitas circulantes
é elevado e infecta diversos tecidos do hospedeiro, onde se multiplicam
rapidamente e causam a ruptura das células ?. Nessa fase, os parasitas
desempenham papel fundamental na génese e desenvolvimentos de lesdes de

orgdos, induzindo resposta inflamatéria, lesdes celulares e teciduais, e fibrose
[72,88]
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De acordo com Sherlock & Dooley, Kierszenbaum e colaboradores, a
extensdo da inflamacgdo em varios 6rgdos vitais, como o coragao, varia durante
o curso da doenca e tende a ser leve e transitéria na maioria dos pacientes
agudos. Alguns estudos experimentais mostram que a necrose tecidual e a
fibrose sdo processos que também podem ocorrer com a restricdo protéica;

comprometendo o figado, coracdo e outros 6érgdos em doencgas consumptivas
[89,90]

No presente estudo, foi avaliado o peso dos Orgados no sentido de
investigar a repercussao nutricional na fase aguda da doenca de Chagas. Em
relacdo ao peso do coracdo, todos o0s grupos apresentaram reducao
significativa no pico de maior parasitemia (M4), ou seja, a infec¢ao pelo T.cruzi
afetou o peso do 6rgdo nesse momento. Quanto ao peso do intestino, houve
variagdo, porém sem relacdo com a infeccdo pelo T.cruzi, podendo ser
explicado pelo curto espaco de tempo de experimento, o que poderia ser
diferente na fase crénica. J& em relacdo ao peso do figado foi observado que
ambos os grupos dieta normal infectados, tratados ou ndo (G2 e G3) houve
aumento do peso ap6s momento M3. O mesmo ocorreu NOS grupos
desnutridos, tratados ou ndo (G5 e G6) ap6s momento M4. Talvez o maior
namero de parasitas possa ter contribuido para uma resposta inflamatoria
desse 6rgéo, levando ao aumento do peso. A infeccdo foi fator importante na
determinacao do peso do coracéo e figado, principalmente no momento M4 e o

tratamento especifico ndo influenciou nessa variagéao.

A resposta inflamatéria avaliada pelas citocinas, IL-1, IL-6 e TNF-a, na
infeccdo pelo T.cruzi apresentou resultados relevantes associados a
desnutricdo e & infeccdo . Varios autores, tais como Coelho-Castelo e
colaboradores, relatam que a resposta imune € fundamental para o controle

das infeccBes parasitarias .

Os niveis séricos de IL-1 elevados, apresentaram importante papel
frente a infecgdo pelo T.cruzi, tanto nos camundongos que receberam dieta
normal quanto nos desnutridos. Resultados semelhantes foram encontrados
com o TNF-a. Os animais infectados apresentaram altos niveis séricos de IL-1,

gue foram aumentando no decorrer dos momentos. Ja nos animais infectados
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e tratados, observou-se que houve aumento da IL-1, porém em niveis menores
gue nos animais infectados, mostrando que o tratamento com benzonidazol
teve influéncia no controle da infeccao pelo T.cruzi e na resposta inflamatéria.
Nos animais controle e desnutridos, observou-se que a desnutricdo influenciou
na resposta imune, com elevagéo dos niveis séricos dessa citocina durante 0s
cinco momentos, ressaltando a importancia da perda de peso como fator
determinante na resposta inflamatéria avaliada por essa citocina. Quando foi
introduzida a variavel infeccdo no grupo dos animais desnutridos, houve maior
resposta desta citocina ao longo dos cinco momentos, mostrando que além da
desnutricdo, a infeccdo pelo T.cruzi exacerbou ainda mais 0 processo
inflamatério agudo. Quando tratados com benzonidazol, observou-se reducgao
nos niveis sérico da IL-1, mostrando que o tratamento prévio e especifico reduz
a resposta inflamatoria e da carga antigénica. Portando, a elaboragéo
excessiva da IL-1, bem como de TNF-a (feedback de auto-regulacéo), deve ter
sido fator critico na inducdo da perda de peso e na atividade inflamatoria, e a
reducdo da carga antigénica com o tratamento contribui para menor liberacéao

dessa citocina pro-inflamatoria e controle de peso.

Em relacdo a IL-6, a infeccdo pelo T.cruzi estimulou o aumento dos
niveis dessa citocina nos cinco momentos do estudo. Por outro lado, o
tratamento com benzonidazol reduziu os niveis da mesma nos animais
infectados. Quando os animais controle foram submetidos a desnutricdo prévia,
houve aumento dos niveis de IL-6. Porém, com a infec¢éo pelo T.cruzi, houve
exacerbacgdo dos niveis dessa citocina, mostrando um aumento progressivo no
decorrer dos cinco momentos. Com a introducédo do benzonidazol, a IL-6 se
comportou de maneira semelhante ao grupo controle desnutrido, mostrando a
acdo do tratamento no controle da carga antigénica e resposta inflamatoéria. A
desnutricdo, a infec¢do pelo T.cruzi e o tratamento especifico foram fatores
importantes para o comportamento da IL-6, mostrando que a desnutricdo
interfere no seu estimulo, que associado com a infeccdo desencadeia impacto

negativo nos seus hiveis séricos.

Outra citocina pro-inflamatoria importante na triade desnutricdo, infeccao
pelo T.cruzi e reposta imune foi o TNF-a. Essa citocina, antigamente chamada

de caquexina, foi inicialmente descrita em Trypanosomiase africana que
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contribuiu para niveis séricos elevados de lipideos no hospedeiro e perda de
peso associada com essa infeccdo. Outras doencas, como a malaria,

confirmam a atividade desta citocina 2,

A infeccdo chagasica teve papel importante no aumento dos niveis
séricos de TNF-a nos animais controle que receberam dieta normal e nos
desnutridos. Pode-se observar que a maior parasitemia foi um estimulo
importante na ativacdo de macrofagos, com producdo de TNF-o. Esses
resultados concordam com Tarleton que relata correlacdo positiva entre a
parasitemia e o nivel de TNF-o circulante ¥, Outros autores relatam que a
infeccdo pelo T.cruzi induz a produgcdo desta citocina, tendo como
consequéncia, perda de peso severa na fase aguda, como foi observado no

atual estudo [9°:96-104]

Com a introducgdo do tratamento com benzonidazol, houve reducao dos
niveis séricos de TNF-a, aproximando-se dos grupos controles (dieta normal e
restricdo dietética). Quando os animais foram submetidos a desnutricéo,
podemos observar que mesmo na auséncia da infecgdo houve elevagédo dos
niveis seéricos dessa citocina. Por outro lado, com a infec¢cdo chagasica esses
niveis séricos foram exacerbados, mostrando sua participacdo na atividade
inflamatéria. O tratamento atuou reduzindo a carga parasitaria e
consequentemente, com menor estimulo da atividade pro-inflamatoria. Essa
variavel apresentou maior sensibilidade na avaliacdo da interacdo desnutricao,

infeccdo e imunidade.

Em relacdo a andlise histopatoldgica, o coracéo, o intestino e o figado
mostraram alteracdes em todos os animais infectados, desnutridos ou néo,

com e sem tratamento.

O miocéardio apresentou alteracbes apdés 5° dia de contato com o
parasita, caracterizadas pela presenca de infiltrado inflamatério e de
pseudocistos com protozoarios. Nesta fase também se observou importantes
alteracbes estruturais no miocardio como a desorganizacdo das fibras
musculares e reacgdo inflamatoria. A miocardite chagasica € diferenciada pela
presenca de parasitas nas fibras musculares e infiltrado inflamatério constituido
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por neutrofilos, macréfagos, linfocitos e eosinoéfilos. De acordo com Brener e
colaboradores, o coracdo é o 6rgdo que mais apresenta lesdes inflamatdrias,
tanto na fase aguda quanto crénica, variando o grau e nivel de parasitismo do
6rgdo %l varios estudos experimentais tém relatado a ocorréncia dessas
alteracdes no pico da parasitemia durante a fase aguda em animais eutroficos;
coincidindo parcialmente com o0s nossos resultados, ja que as alteracdes
comecaram a ocorrer dois dias antes do pico de parasitemia da cepa utilizada
[0S 18] " Quanto aos animais desnutridos n&o houve diferenca no
comportamento da infeccdo pelo T.cruzi, podendo ser explicado pelo curto

espaco de tempo e por se tratar de infeccédo aguda.

A forma digestiva da doenca de Chagas compreende alteracdes
estruturais e fisiologicas na fase cronica, como 0 megacolon, considerado uma
das manifestacdes viscerais mais freqiientes M%7, Varios estudos realizados em
humanos tém demonstrado que a infeccéo pelo T.cruzi na fase crbnica causa
destruicdo de células ganglionares nervosas, especialmente do complexo mio-
entérico, que sao responsaveis pelo surgimento do megacoélon e megaesofago
[108.109 'No estudo experimental realizado com camundongos infectados pelo
T.cruzi e eutanasiados na fase aguda da doenca, foram encontradas alteracdes
degenerativas de células ganglionares nervosas do plexo de Auerbach do
intestino grosso, que possui correlacdo direta com a presenca de reacéo

(1% Nos linfonodos observou-se

[110]

inflamatoria provocada pelo parasita
hiperplasia linféide reacional de padrdo misto . Esses resultados estao de
acordo com a literatura, na qual é citada a ocorréncia de hiperplasia linféide,
sem formacdo de infiltrado inflamatério, o que pode ser explicado por ser uma

doenca avaliada na fase aguda e pelo curto espaco de tempo de experimento.

Quanto ao figado, estudos experimentais realizados com diferentes
linhagens de camundongos cronicamente infectados pelo de T.cruzi relatam a
presenca de infiltrado inflamatério nesse 6rgdo. O padrdo mais comum nele
encontrado incluiu véarios graus de hepatite e lesbes inflamatérias do musculo
estriado em camundongos de diferentes linhagens como Balb/c, A/J e
C57BL/6. A inflamagdo mononuclear multifocal também foi observada em todo
o tecido hepético de camundongos A/J infectados, com menos intensidade em

camundongos Balb/c. Os resultados encontrados na literatura corroboram com
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esses estudos, com a ocorréncia de hepatite aguda em grau mais avancado

pela presenca de necrose hepatocelular %,

As alteracfes histopatoldgicas resultantes, particularmente no coracao,
foram mais evidentes com o aumento da parasitemia (a partir do 5° dia de
infeccdo pelo T.cruzi) momento no qual as citocinas pro-inflamatorias (TNF-a,
IL- 1 e IL-6) apresentaram niveis séricos elevados, tanto nos animais normais
guanto nos desnutridos. Cabe salientar que o coracao, o intestino e o figado
apresentaram processos inflamatorios importantes com presenca de niveis
séricos de citocinas mais elevados nos animais desnutridos, o que sugere que

a desnutricdo é um fator agravante para a doenca na fase aguda.
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6 CONCLUSAO

e A infeccdo com T.cruzi desempenhou um importante papel na
alteracdo de peso corporal dos animais desnutridos, contribuindo ainda mais
para reducdo dessa variavel e, portanto, influenciando o quadro de desnutricao.
Quando tratados com benzonidazol, foi possivel observar uma recuperagao

dos animais com aumento do peso corporal até o final do experimento.

e Em relacdo ao peso do coracdo, observou-se que a infeccao
chagésica contribuiu para reducédo dessa variavel tanto no grupo dos animais
com dieta normal quanto no grupo dos desnutridos. Quanto ao figado, a
infeccdo atuou reduzindo o peso desse 6rgdo no grupo dos animais
desnutridos. O tratamento especifico e prévio ndo influenciou na recuperacao
ou ganho de peso desses 6rgdos. Esses resultados sao justificados por ser

uma doenca aguda e com poucos dias de segmento.

e As citocinas pro-inflamatoérias foram utilizadas como marcadores
precoces na avaliacdo da desnutricdo e do processo infeccioso causado pelo

T.cruzi. O TNF-a foi a citocina de maior expressao para essa avaliagao.

e Nos animais tratados com benzonidazol observou-se reducédo da
parasitemia e consequente queda da liberagdo das citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a
em ambos 0s grupos, mostrado que o tratamento prévio e especifico na fase
aguda da infecgdo pelo T.cruzi € importante para minimizar os efeitos do
processo infeccioso e da resposta inflamatoria.

e Esses achados permitem sugerir forte participacdo das citocinas
pré-inflamatérias, IL-1, IL-6 e TNF-a, na interacdo entre desnutricdo, processo

infeccioso agudo, causado pelo T.cruzi, e resposta imune.

e As alteracdes histopatologicas observadas nos 6rgdos (coracao,
intestino e figado) foram mais evidentes com o aumento da parasitemia,
ocorrido a partir do 5° dia de infeccédo pelo T.cruzi, quando 0s niveis séricos
das citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-6) comegam a aumentar.

e Novos estudos devem ser realizados, ndo s6 na infec¢do aguda
como também na crénica de doenca de Chagas, para auxiliar na compreenséao
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dos complexos mecanismos envolvidos na interacdo entre doenca de Chagas,

desnutricdo e imunidade.
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