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RESUMO

SANTELLO, F. H.Efeito da administracdo de melatonina em ratos orgectomizados e
infectados comTrypanosoma cruzi2009. 122f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncia

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — UniversidadeadePaulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Os esterdides gonadais exercem importantes infla€no direcionamento da resposta imune
do hospedeiro frente a infeccdo. Alteracdes dectmsede sua auséncia ou reposicao podem
significar em uma evolucao distinta de determinpaiasitose. Existe também uma relacao
entre a producdo de melatonina e o ritmo de atihe@di#o sistema imune. A resposta imune
depende de uma interacdo entre inUmeros hormoéniesir§o agir sinergicamente com
distintas células imunes. O objetivo desse trabdtldnvestigar o efeito dos horménios
sexuais masculinos, através da orquiectomia, edoangstracdo oral de melatonina sobre a
resposta imune de ratos Wistar machos infectados &aepa Y delrypanosoma cruzi,
durante a fase aguda da doenca de Chagas expaiimbrnimeros parametros foram
avaliados, entre eles: parasitemia, histologia iaead peso dos animais e 6rgaos,
linfoproliferacdo de timocitos e esplendcitos, difmacdo de macréfagos, dosagem de oxido
nitrico, citometria de fluxo para avaliacdo das ylagdes de CDED4" e CD3CDS'; e
ensaios imunolégicos como IRN-IL-2, IL-6, IL-12, IL-10. Observou-se em todos o0s
parametros analisados a acdo sinérgica da melat@nida orquiectomia sobre o sistema
imune, favorecendo uma resposta positiva contrarasgia na fase aguda da infeccéo. Dessa
forma, concluiu-se que a melatonina e a reducéo ldwsndnios sexuais masculinos
exerceram um papel imunoestimulador importante, spiegefletiu em uma resposta mais

efetiva do hospedeiro durante a infeccao experiahent

Palavras-chaves: Melatonina, hormonios sexdaiganosoma cruziorquiectomia, ensaios

imunologicos.



ABSTRACT

SANTELLO, F. H. Effect of melatonin administration in rats orchiecbomized and
infected with Trypanosoma cruzi.2009. 122f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ca&nci
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — UniversidadeaddPaulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Gonadal steroids exert important influence in tlisthmmune response during infection.
Changes resulting from the absence or replacemetiiese hormones may represent a
distinct evolution of a particular parasite. Thesealso a relationship between melatonin
production and the rhythmic activity of the immusystem. The immune response depends
on the interaction of many hormones that will agteggistically with other immune cells.
The objective of this research was to evaluate dffiect of male sex hormones through
orchiectomy, and oral administration of melatonmtbe immune response of male Wistar
rats infected with the Y strain d@irypanosoma cruziduring the acute phase of experimental
Chagas’disease. Several parameters were evaluatedgathem: quantification of blood
parasites, heart histology, body weight of animafed organs, lymphoproliferation of
thymocytes and splenocytes, quantification of pasal macrophages, nitric oxide
concentration, alterations in CBO3D4" and CD3CDS8’ lymphocyte populations by flow
cytometry and immunological assays, as NNE-2, IL-6, IL-12, IL-10. It was observed in
all parameters examined the synergistic action efatonin and orchiectomy on the immune
system, promoting a positive response against #nasfie in the acute phase of infection.
Thus, it was concluded that melatonin and the ateseri male sex hormones exerted an
important immunostimulating role, which reflectedrmre effective host’s response during

the experimental infection.

Key words: Melatonin, sexual hormondgypanosoma cruziorchiectomy, immunological

assays.
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1- INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas € uma antropozoonose que assaipalmente as populacdes
rurais pobres e também uma das patologias parasitie mais larga distribuicdo da América
Latina, com impacto social e econémico de peso tamr do que os efeitos combinados de
outras doencas parasitarias como maléria, leistus@ane esquistossomose. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) existem cercenilfbes de pessoas infectadas nas
Américas, com 3 a 3,3 milhdes de casos sintomaticosa incidéncia anual de 200 mil casos
em 15 paises. Aproximadamente 6 milhdes enconteames Brasil (WHO, 2003). A
prevaléncia, a incidéncia e a taxa de mortalidade@adas a doenca de Chagas apresentaram
consideraveis variacoes nas ultimas décadas, dpvigidpalmente ao impacto de programas
de controle, migracdes de populacdes rurais e ashalém de mudancas socio-econémicas
(MONCAYO & ORTIZ YANINE, 2006).

A importancia dessa endemia se reflete no sentidodnico, onde é responsabilizada
pelas taxas de aposentadoria precoce, como umagighgia direta da doenca. A
tripanosomiase americana € um exemplo tipico de impdaia organica resultante das
alteracdes produzidas pelo ser humano ao meio atepigas mas condi¢cdes econémicas e
sociais que influenciam fortemente a distribuic®eial dessa parasitose, decorrentes de
deficiéncias na qualidade de vida do homem no tecasalde e a educagdo, perpetuando os
ciclos de pobreza e enfermidade (VINHAES & DIASQ@D

O agente etiolégico da doenca de Chagasflagelado heteroxénicdrypanosoma
cruzi, que possui um ciclo evolutivo complexo e compreendeerdiites estagios de
desenvolvimento; entre suas formas morfogenéticsifioe a forma epimastigota e
tripomastigota metaciclica infectante, presentesnseto vetor e as formas amastigotas e

tripomastigota sanguicolas presentes no hospedsitebrado (TANOWITZ et al., 1992).

O ciclo de vida deT. cruzi ocorre na natureza entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados. O homem passou a fazer parte do de transmissao, quando invadiu o
ecotopo natural compreendido pelos vetores e seseteiros mamiferos. Dessa forma, os
vetores passaram a co-habitar as instalacées hancat@izando os mais variados locais
como buracos ou fendas em paredes, atras de quadrgsntura solta. Nota-se maior
incidéncia em casas de condi¢des precarias corde pau a pique, sapé, madeira ou barro,



sendo mais fregiiente, nas zonas rurais e entr@uagdo de baixa renda (RODRIGUEZ-
BONFANTE et al., 2007).

Os triatomineos possuem habitos geralmente notwndsrante o repasto sanguineo
em mamiferos infectados, ingerem os tripomastigotasilantes, que, apos multiplicacdo e
metaciclogénese no tubo digestivo, séo eliminadssfezes por ocasido de um novo repasto,
podendo infectar novos hospedeiros vertebradosamsformacgéo e todo desenvolvimento do
flagelado no vetor estdo relacionados a espécid¢rigiomineo e as diferentes cepas do
parasita (GARCIA & DVORAK, 1982).

O homem, como outros animais, se infecta quandondsr tripomastigotas
metaciclicos (eliminadas juntamente com as fezegiatmmineo, hospedeiro invertebrado,
sobre a pele do hospedeiro vertebrado) penetram lpsfio da picada ou por membranas
mucosas (CHAGAS, 1933). No hospedeiro vertebragldpamas tripomastigotas decruzi
invadem diferentes tipos de células, principalmethbe sistema fagocitario mononuclear
incluindo os macréfagos, onde irdo se multiplic#ly a forma de amastigotas (COSTA et al.,
2006).Esta via pode ser considerada a forma mais imgerds transmissado da doenca de
Chagas nas Américas (DIAS, 200@utros mecanismos de infeccdo sdo: transmissao
congénita, amamentacao, via transfusional e vi§ esta Ultima, ocorrendo de maneira
esporadica e circunstancial, através de alimentmgaminados com o parasita Existem
também formas de transmissdes excepcionais coamsniissao acidental em laboratério, por
transplantes de orgaos, oral e sexual (BRENER,&G00; DIAS, 2006).

T.cruzimostra uma patogenia especialmente determinadagpacteristicas proprias
do hospedeiro e da populagéo infectante. Assimurgocda infeccdo nos vertebrados
suscetiveis € influenciado por fatores como a idsebeo, constituicdo genética do hospedeiro,
caracteristicas genéticas, morfolégicas e biol@gitzacepa infectante e fatores externos como
temperatura ambiental (BRENER et al., 2000). Empé&dsiros imunocompetentes, a
infeccdo € controlada através da resposta imuigiddircontra o parasita, determinando o
desaparecimento dos tripomastigotas sanguicoldes Esdividuos passam para uma fase
assintomatica onde somente exames sorologicos palitettar a presenca indireta do
parasita. Dependendo do tipo da cepa e estado lGgicm do hospedeiro, dentre outros
fatores, uma proporcdo deles desenvolve doenc&card/ou digestiva, varios anos apos a
contaminacgdo, enquanto a maioria permanece assititan{RIBEIRO DOS SANTOS et al.,
1981).



ANDRADE et al. (1970) relataram a existéncia deasepgom predominéancia de
formas delgadas e tropismo diferenciado para celdtasistema fagocitario mononuclear,
parasitando com maior frequéncia esplendcitos, thefpas e células da medula 0Ossea,
apresentando altos e precoces picos parasitémipesar de serem mais sensiveis a acao dos
anticorpos circulantes, caracterizam-se por aptasema elevada taxa de mortalidade na
grande maioria dos animais experimentais infectadotase aguda da infeccéo. Entretanto,
existem cepas que apresentam caracteristica mgidaldarga, marcante tropismo para
células musculares (musculatura lisa, esqueléticar@iaca) e tecido glandular (MELO &
BRENER, 1978). Esse tipo de conformacdo morfologioafere a estas cepas uma maior
resisténcia aos anticorpos circulantes. Como cd@seip, 0s tripomastigotas permanecem
por mais tempo na corrente circulatoria determingmdos parasitémicos tardios e infeccbes

de duracéo mais prolongada.

O curso da doenca de Chagas no homem pode apreseifses: aguda e cronica. O
inicio da fase aguda acontece logo ap0s a entragmsita no organismo do hospedeiro
(MONCAYO & ORTIZ YANINE, 2006) e caracteriza-se ma@lmente por apresentar
parasitemias abundantes (MELNIKOV et al., 2005)eta pelativa facilidade com que se
evidencia o parasita tanto no sangue periféricajianée métodos diretos, ou por métodos

sorolégicos através da presenca de IgM.

A parasitemia sanglinea é um importante parametra p estudo da doenca de
Chagas, pois permite a diferenciacdo entre as tpeda e cronica da infeccdo, necessaria
para o estabelecimento da correlacdo anatomo-gatal@& monitoramento do processo de
cura dos pacientes (SOGAYAR et al., 1993). Sendoa® estudo da fase aguda da infec¢éo
induzida porT. cruzi pode ser de grande importancia, considerando deeemtes autores
sugerem que muitas lesdes tardias sao influenci@@lascurso da doenca durante esta fase.
Por outro lado, o estudo do comportamento de vareggms del. cruzi em diferentes
hospedeiros experimentais parece indicar que adeparasita influencia nas caracteristicas
da infec¢do aguda (CASTRO & BRENER, 1985).

As manifestacdes clinicas na fase aguda, quanderies, aparecem sob a forma de
reacdes locais como chagoma de inoculacéo (indiulagtanea) e o sinal de Romafa (edema
bipalpebral unilateral) seguidos por febre, hepataia e esplenomegalia (MONCAYO &
YANINE, 2006). Alguns casos podem desenvolver catapbes neuroldgicas, cardiacas e
pulmonares durante esse periodo (AUGER et al., ;200BLNIKOV et al., 2005),



especialmenteem criancas menores de 15 anos e pacientes ioomprometidos
(FERREIRA & BORGES, 2002).

A fase cronica acontece quando as manifestacdesadida fase aguda (se presentes)
desaparecem e o numero de formas tripomastigotaangue periférico diminui, chegando a
niveis indetectaveis. A resposta imune do hospedé&iresponsavel por essa queda da
parasitemia sanguinea, principalmente em paciedtesratados (CARDONI & ANTUNEZ,
2004). Durante a fase crbnica da doenca de Chagagps individuos infectados
permanecem assintomaticos, sem alteracdes no opesiEfago ou colon. Esse periodo sem
manifestacdes clinicas é conhecido como forma énaétada da doenca e cerca de 50 a 70%
dos pacientes ficam nesse estagio pelo resto dgRINTO DIAS, 1995).

Entretanto, uma minoria (30%) dos individuos quema@ecem assintomaticos
durante um determinado periodo pode, eventualmeinta,desenvolver sintomas da doenca
caracterizados por distirbios no sistema digestinasyoso e no coragdo, ocasionalmente
fatais, além de outras alteracdes sistémicas cospatbesplenomegalia, linfadenopatia e
linfocitose (GARCIA et al., 2005).

A doenca de Chagas pode ser avaliada experimemi@Emetravés do
acompanhamento de sua evolugdo em diferentes nsoebgb@rimentais, podendo reproduzir
nesses modelos, os distintos aspectos patologea®ehca humana (BRENER & CHIARI,
1963; BORGES et al., 1982; BORGES et al., 1992aRBDRLO et al., 1996; BRENER et
al., 2000; DO PRADO et al., 1998; DO PRADO et #999; DOST et al., 2002). A utilizacdo
de roedores em pesquisa permitiu uma detalhadarighesc celular, molecular e
fenomenoldgica disponivel para o sistema imune dmifieros (SANTOS et al., 2005; DOS
SANTOS et al., 2005; CAETANO et al., 2006; SANTOSag, 2007; SANTELLO et al.,
2007; SANTOS et al., 2007; BRAZAO et al., 2008a;AR0 et al., 2008b; FILIPIN et al,
2008).

O estudo histologico sistematico realizado em ooesl infectados poil.cruzi
demonstrou incidéncia de lesdes cronicas, inflanest@® degenerativas no masculo cardiaco,
muito semelhantes as causadas pela doenca humREANHER et al., 2000). Dependendo de
caracteristicas biologicas e genéticas das cepmasbespécies, 0 parasita pode apresentar
comportamentos peculiares, quando inoculado em amiraxperimentais. A interacao
parasita-hospedeiro tem participacdo fundamentatloenca de Chagas, influenciando na
modulacao, evolucdo e morbidade da infeccdo (BREBERHIARI, 1963; TOLEDO et al.,
2004).



O tratamento da doenca de Chagas pressupde unp&utca especifica contra o
parasita (visando elimina-lo) e uma sintomaticargpatenuacdo dos sintomas, como por
exemplo, o uso de antiarritmicos, para o0 coragd@ogsar de muitas pesquisas e de grandes
progressos alcancados no estudo dessa parasitese, tbatamento apresenta, ainda hoje,

muitos problemas.

Alguns medicamentos sdo capazes de eliminaruzino periodo inicial da doenca,
trazendo esperancas a muitas pessoas infectadasleEonréncia, porém, dos inumeros
efeitos colaterais dos medicamentos até hoje digpn compete ao meédico decidir sobre a
necessidade e a conveniéncia do tratamento de caemiade forma individual; as lesdes
cardiacas e em outros 6rgaos, que ja estivereneness sao irreversiveis e ndo serao
eliminadas com a erradicacéo do parasita. Cuidambokcos especiais deverdo ser instituidos

frente aos sinais mais graves da doenca.

No final da década de 1960, surgiram, respectivéanemifurtimox e o benzonidazol,
as primeiras drogas efetivas para o tratament@ska dguda da infec¢do chagésica humana,
porém com indices de cura muito baixos na faseicadta doenca. O seu emprego em
esquemas de duracdo prolongada (30 a 60 dias) c¢mysatantes efeitos colaterais
indesejaveis (COURA & CASTRO, 2002). O nifurtimoxeqfoi amplamente empregado
deixou de ser usado em decorréncia dos inUmerdestmlaterais que apresentava, estando

atualmente fora do mercado.

Transplantes de orgaos colocaram ainda mais emacaeeraessidade da utilizacao de
drogas mais eficazes. Quando um individuo portatbordoenca de Chagas recebe um
transplante, ou pacientes imunodeprimidos, espsgnguase sempre uma reativacdo da
carga parasitaria nesses individuos. Benzonidaaiblirtimox e allopurinol, em tais
eventualidades, demonstraram capacidade em congaeerbacdo, configurando outra
indicacao valida concernente ao uso das drogasa @ulicacao incontestavel corresponde ao
atendimento de vitimas de acidentes laboratomigjindo inicio precoce do tratamento. A
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humanagews Gltimos anos mais uma importante
preocupacédo devido ao grande numero de portadooss, estabelecimento de situacéo
propicia para reativacdo da infeccdo parasitaom consequiente agravamento da patologia,
principalmente a miocardite e acometimento do miatenervoso central (COURA &
CASTRO, 2002; BRITO et al., 2003; AMATO-NETO, 1998)



N&o existe vacina contra a doencga de Chagas, ¢hammeaneira de enfrenta-la ainda
se dé por meio da prevencao e do controle, comi@atgEatematicamente os vetores mediante
o emprego de inseticidas eficazes, melhoria dagagéles e saneamento basico, eliminacéo
dos animais domésticos infectados, controle e desda sangue contaminado pelo parasita e
seus derivados (BRENER et al., 2000).

1.2 Doenga de Chagas e o Sistema Imune

As diferentes manifestacdes clinicas e patologieaBoenca de Chagas no homem se
devem a maior ou menor eficiéncia da resposta indoneospedeiro dirigida ao parasita que
ird controlar os niveis parasitémicos na fase agladanfeccdo e, assim, limitara os danos
teciduais durante a fase cronica (ALIBERTI et &194; MONCAYO & ORTIZ YANINE,
2006). Como ocorre em outras parasitoses, a irdepgd T.cruzi sensibiliza diferentes
compartimentos do sistema imune, levando ao apaeeto de respostas humorais e celulares
especificas contra o parasita. A mobilizacdo dtersia imune é importante na reducdo da
carga parasitaria, mas, por outro lado, pode dnritrpara o aparecimento das manifestacdes
cronicas. Em consequéncia, o parasita passa aos@gnuamente combatido e tem a sua
multiplicacéo reduzida nos tecidos do hospedeime ldsta bem estabelecido que a ativacéo
de células e mecanismos efetores do sistema imwiaatd a infeccdo pode ser responsavel
tanto pelo controle da multiplicacdo do parasita texidos como pelo processo inflamatoério
exacerbado que resultardo nos sintomas caraatesista fase aguda da doenca, como febre,
esplenomegalia e miocardites (CAMPOS & GAZZINEL2004).

A resposta inflamatéria e as lesdes celulares, ago ldas alteracbes da matriz
extracelular, dos fenbmenos degenerativos e tandlegonocessos auto-imunes (GATTASS et
al., 1988;PALOMINO et al., 2000; CUNHA-NETO et al., 2006; HAND & ENGMAN,
2006), constituem os processos patolégicos fundemseda doenca de Chagas (LOPES,
2002).

Como ocorre em outras parasitoses, a infec¢ad joouzi sensibiliza diferentes tipos
de respostas imunes, levando ao aparecimento pestas humorais e celulares especificas
contra o parasita (SACKS & SHER, 2002). A mobil&ago sistema imune € importante,
mas nao é capaz de eliminar totalmente o parasitaghnismo do hospedeiro (BRENER et
al., 2000), o que contribui para o aparecimentondasifestacées cronicas (BUSTAMANTE
et al., 2007).



A imunidade celular é o principal mecanismo de etdo parasitismo durante as
primeiras semanas de infeccdo causada Tporuzi A resisténcia ao parasita envolve
particularmente a participacédo de linfocitos T CO4Hh1) e a ativacdo de macrofagos por
citocinas, principalmente interferon-gama  (IFN- (ABRAHAMSOHN, 1995).
Contrariamente, a ativacdo de células Th2 resufta@brevivéncia aumentada do parasita e
exacerbacdo das lesGes causadas por ele, em vdasdacdes supressoras das citocinas
caracteristicas desta resposta, especialmenteelllt410 (KUMAR & TARLETON, 2001;
HOFT et al., 2000).

A invasao de diversos tipos celulares, em espdeiahacréfagos, por. cruzi,inicia
uma série de interacbes moleculares que mobilizaesposta imune inata do hospedeiro
(REED, 1995; ALIBERTI et al., 1996]..cruziinicia sua interacdo molecular em macrofagos,
induzindo a producédo de IL-12. Essa citocina alénatdiar sobre as célulasatural killer”
(NK), estimula a diferenciacéo de linfécitos T diaxes CD4+ em células Thl produtoras de
IFN-y (ALIBERTI et al., 1996; ABBAS, 2005), agindo pripalmente como uma citocina
efetora das respostas imunes e possui papel prottaicio da infeccdo (TORRICO et al.,
1991; GAZZINELLI et al., 1992;ALIBERTI et al,1996), pela acdo sobre macrofagos,
ativando-os para atividade microbicida (REED, 198&ZZINELLI et al., 1992). Outras
substancias como o TN fatores inespecificos, como o LPS (lipopolisddeas), podem
estar envolvidos no processo de ativacdo de mau®fALCINA & FRESNO, 1987). Isto
ocorre porquél. cruziinicia sua interacdo molecular em macrofagos, imdlaza producao
de IL-12, que além de estimular a proliferacdo idédditos T, ativa as células NK a
produzirem IFNy, cuja funcdo é acionar os macréfagos para a atieidparasiticida
(ALIBERTI et al., 1996; TRINCHIERI et al., 1998; QVEIRA et al., 2000,GALVAO DA
SILVA et al., 2003).

Durante a infec¢do pdr.cruzi IFN-y € capaz de inibin vitro o seu desenvolvimento
(PLATA et al., 1984% in vivo € capaz de diminuir a parasitemia e prolongarmaesaa de
animais infectados (PLATA et al1987). O IFN-y atua sobre macréfagos, acentuando a
atividade microbicida dessas células medianteim@eisicdo da sintese do 6xido nitrico (NO),
importante molécula efetora antimicrobicida (GAZEDLI et al.,1992; DOST et al., 2006).

O IFN-y medeia esses efeitos ativando a transcricdo desgpie codificam a enzima 6xido
nitrico sintetase (NOs) responsavel pela geracaoalécula de 6xido nitrico (MILLER et al.,
2002; BERGERON & OLIVIER, 2006).



O o6xido nitrico estd envolvido em uma variedadéudedes biologicas em diferentes
sistemas, como a vasodilatacdo sanguinea, agregadefaetdria e neuro-transmissao
(MONCADA et al., 1991; MONCADA & HIGGS, 2006). Teimportante papel no controle
de muitas infecgbes, principalmente contra patégentacelulares incluindd.eishmania
major (LIEW et al., 1991; EVANS et al., 1996T. gondii(ADAMS et al., 1990) T. cruzi
(GAZZINELLI et al., 1992; JAMES, 1995)apresentando atividade antibacteriana,
antiparasitaria e antiviral (FLORA & ZILBERSTEIN,0@2; AKAMINE et al., 2007;
MARCACCINI et al., 2007). E gerado por uma famitla isoenzimas expressas em uma
grande variedade de células de mamiferos, por oeicatélise enzimatica de aminoacido
essencial L-arginina (MONCADA et al.,, 1991). A dm& enzimatica da reagdo do
aminoacido L-arginina e oxigénio, que resulta mando de L-citrulina e oxido nitrico, €
feita pela enzima NOs (MONCADA & HIGGS, 1995). Asrhas de NOs diferem na sua
localizag&o celular e expresséo: séo elas: comgtifunduzida e neuronal (QUEIROZ &
BATISTA, 1999).

As NOs induzidas sé@o enzimas que estdo presentesug@as células, principalmente
em macrofagos ativados e produzem maiores quaesdatk NO. Esta isoforma €
predominante durante a inflamacdo e o controleudasintese acontece pela expressao do
gene iINOS e depende de mediadores celulares pssdutante infecgbes e inflamacéo,
como o IFNy, IL-2 (WONG & BILLIAR, 1995). Outras substanciasmo o TNFe e fatores
inespecificos, como o LPS (lipopolissacarideosihbtm demonstraram estar envolvidos no
processo de producédo de NO (ALCINA & FRESNO, 198ALSH et al., 2007)Ja a sintese
de NO pela enzima NO sintetase constitutiva (CNP&sui dependéncia a um cofator
adicional, a calmodulina. Na presenca de elevadeertiracao de calcio, a calmodulina liga-
se a cNOS, ativando-a (QUEIROZ & BATISTA, 1999).6€do nitrico formado por esta via
participa de muitos processos homeostaticos (WAN&. ,e2007) Uma terceira isoforma das
enzimas que geram Oxido nitrico foi descrita e egf@ressa em neurénios, a NO sintetase
neuronal (QUEIROZ & BATISTA, 1999); e sua liberagammbém depende da concentragéo
intracelular de Célcio/Calmodulina. A atividade skessenzimas pode ser inibida por citocinas
como a IL-4 e IL-10 (NATHAN, 1992).

Desde os estudos preliminares de TALIAFERRO & PIZA95) a participagdao dos
macrofagos como agentes de primeira linha de dedesarganismo contra patdgenos
intracelulares, ja estd bem estabelecida. Juntameotn as células T e as citocinas,

desempenham funcéo importante no controle da idechagéasica (PADILLA et al., 2007;



DOSREIS et al., 2005; COSTA et al., 20085 macrofagos desempenham importante funcéo
contra a infeccdo por. cruzivia peroxidase, oxido nitrico e producédo de peiitrdio. Este
altimo demonstrou-se altamente citotoxico contraf@asnas epimastigotas do parasita
(THOMSON et al., 1999). O oxido nitrico € considkraambém, como uma importante
molécula efetora antimicrobicida em macrofagos reopiatégenos intracelulares corfio
cruzi (GAZZINELLI et al., 1992). Mas mesmo exercendo papel crucial na fungéo efetora
no controle da resposta imune do hospedeiro, osdfagos representam provavelmente, uma
das primeiras células envolvidas na infeccdo chemésendo capazes de abrigar o parasita e

permitir sua multiplicagéo (SAVINO et al., 2007).

O controle da fase aguda da infeccdo esta reladoom a resposta celular, onde as
células T exercem um efeito antiparasita precocenterior a producdo de anticorpos
(TRISCHMANN, 1984). Na fase aguda da infeccdo nmuitteurbnios periféricos sao
destruidos (KOBERLE, 1968), contribuindo para aogahia da cardiopatia cronica,
megaesbfago e megacolon (KOBERLE, 1968; OLIVEIRA93;, ROSSI & BESTETTI,
1995).

Alguns autores relatam que pesquisas desenvolwidasultimos anos permitem
estabelecer: 1. a existéncia de mimetismo molecaldre o parasita e antigenos do
hospedeiro; 2. 0 aparecimento, no decorrer dag¢éafe de auto-anticorpos que reconhecem
epitopos cardiacos durante a fase crénica da do8ncque a transferéncia passiva de
linfcitos provenientes de animais infectados erapkdes singénicos, empregando células
isoladas de linfonodos, baco ou linfocitos cultesdproduz lesdes inflamatérias cardiacas e
neuroldgicas; 4. a possibilidade de inducdo deekesardiacas e nervosas pela transferéncia
de linfocitos de animais infectados para animaigéiicos, virgens de infeccdo; 5. a
elaboracdo de anticorpos contra antigenos mio@@dipor linfocitos B dos infiltrados
inflamatorios do coracao; 6. que clones de linixit, isolados a partir de biopsias cardiacas

humanas, mostram reatividade com antigenos casd{h&@GUENS et al., 1999).
1.3 Hormonios Sexuais, Infeccdo e Resposta Imune

Além de desempenhar um importante papel na difexgfc sexual e na reproducao,
0s hormdnios sexuais atuam em diversos mecanismowlogicos (BOUMAN et al., 2005)
e influenciam na suscetibilidade a doencas e iB&s;cespecialmente infeccdes parasitérias
(KLEIN, 2004; WHITACRE, 2001).



Héa evidéncias clinicas e experimentais que suposatadeéia dos esteréides gonadais
regularem a funcdo imune (GROSSMAN, 1985). Tal kwdo € baseada: 1) na existéncia de
dimorfismo sexual na resposta imune; 2) no fatga@adectomia bem como a reposicéo de
hormoénios esterbides alterarem a resposta imunaa3resenca de receptores especificos
para horménios esterdides nos 6rgéos e célulasnsdyeis pela resposta imune; como por
exemplo: linfécitos T expressam receptores parsd@shos e macrofagos receptores para
dehidroepiandrosterona (DHEA) e testosterona (BBENI€Eal., 2004).

Os hormoénios sexuais podem influenciar profundaenastcélulas da resposta imune
inata, como 0s mastécitos, eosindfilos, macrofagékilas dendriticas e NK (ROBERTS et
al., 2001). Essas células, aléem de formarem a panleha de defesa contra muitos
microrganismos, possuem importante papel no dineoento e desenvolvimento da resposta

imune adaptativa.

A resposta imune adaptativa envolve, por exemm@ocaulas T e B e também é
afetada diretamente pelos esterdides gonadais (SEIKSAKABE, 1997; SILVER &
BRANCH, 1997;DA SILVA, 1999). EIDINGER & GARRET (1972) relataranm nivel
mais elevado de imunoglobulinas IgM e IgG nas f&rdgaque nos machos. Essa diferente
resposta imunoldgica frente a estimulos é encoaadvarias espécies mamiferas, incluindo
o homem. In vitro, foi mostrado que os estrogénios, em concentragdieffjicas, induzem
a ativacao policlonal dos linfécitos B, aumentamdoniveis de 1gG e IgM (WEETMAN et
al., 1981; KANDA & TAMAKI, 1999), enquanto a testesona ndo causou nenhuma

alteracéo no processo de maturacdo dessas cABDA et al., 1996).

Segundo MCMURRAY et al. (2001), os horménios gotsmadaercem efeitos distintos
e cruciais sobre os 6rgaos linféides e atuam taatproliferagdo quanto na apoptose celular,
mediante a interacdo com mediadores como as G@®OC{MANRIVERDI et al., 2003;
CUTOLO et al., 2004).

WEINSTEIN et al. (1984) e FAAS et al. (2000) obsgam que a porcentagem de
linfécitos T nos machos é menor quando comparada a@orcentagem das fémeas, e que
essa diferenca ocorre porque o estradiol (E2) tedp aestimuladora sobre a resposta
proliferativa de células T, ao contrario da tegasta que, em concentracdes mais elevadas,

apresenta atividade imunossupressora sobre ositsdPAGE et al., 2006).

Os hormonios sexuais, como testosterona e estagyépossuem receptores

especificos em linfécitos T CD4+ e T CD8+. Como mienado anteriormente, a producao de



citocinas também é afetada pelos horménios sex@aigstradiol, por exemplo, possui
habilidade de promover a producdo de K-Ider células T CD4+ ativadas, tanto vivo,
quantoin vitro. Este fato explica niveis aumentados dessa cédones fémeas, quando
comparadas aos machos (GOURDY et al., 2005). SegBOUMAN et al. (2005)a
influéncia do dimorfismo sexual sobre a respostanené evidente, as fémeas produzem
resposta celular e humoral mais vigorosas do quaarhos; S40 mais resistentes a certas
infeccdes como as causadas por bactérias e parggtaexemplo (SCHUSTER & SCHAUB,
2001). Sofrem, porém, maior incidéncia de doencgds-ianunes, quando comparadas aos
machos,apresentando doengesmo lupus eritrematoso e artrite reumatéide (GROSS,
1985).

Tanto a gonadectomia quanto a reposicao de hors@eruais desencadeia uma
resposta imune caracteristica dependendo da stuiEgialogica. A resposta imune em
fémeas pode variar entre outros fatores com o eistal e também com o tipo de parasita.
Estrégenos potencializam a producdo de imunogloasli e o estradiol parece inibir a
atividade das células T supressoras, aumentandm assmaturacdo de células B e

consequentemente a producao de imunoglobulinas 85RMAN, 1985).

Em relacdo a doenca de Chagas, estudos pioneifld® d8RADO et al. (1998; 1999)
relataram a importancia dos horménios esterdidegvaducdo da doenca experimental e
demonstraram distintas alteragfes fisiologicas dpasubmeteramCalomys callosusa
ovariectomia e orquiectomia provocando nestes asinmaodificacbes na resposta
imunologica aT.cruzi A ovariectomia levou os animais a uma maior Juifitéidade a

infecc@o enquanto que a orquiectomia proporcionaionmesisténcia a infeccao.

Todos esses dados apontam a influéncia marcantenawfismo sexual na resposta
imune, 0 que torna seu estudo extremamente impeytarincipalmente no que se refere a

doenca de Chagas.
1.4 Glandula Pineal

A glandula pineal ou epifise, até o final da décdea0, era considerada um érgdo
vestigial, sem nenhum papel fisioldgico definid@enCo isolamento da melatonina (N-acetil-
5-metoxitriptamina, MLT), em 1958 por LENER et @casionou intensificacdo no interesse
por estudos relativos a pineal e a seu principatiygo. A glandula pineal vem sendo, ao
longo dos séculos, fonte de multiplas especulagiimsyezes misticas, ora cientificas. Ela é

considerada o terceiro olho pelos hindus e teveasatomia descrita no século 1l por Galeno.



No século XVII, Descartes chocou os teélogos, ainidho a pineal a sede da espiritualidade,

acreditando que a alma humana ali se instalassesaApde ser a primeira glandula a se
formar, sendo no homem, identificada ja na terce&aana apos concepcao, é a Ultima a ter
segredos desvendados, ap0s sofrer extensas medifscalurante sua evolucdao (MOORE,

1990).

A glandula pineal produz vérias substancias bickmiente ativas, entre elas, aminas
(noradrenalina, histamina, melatonina, serotonidapamina, e octamiona), pequenas
quantidades de alguns peptideos como o hormérecatior de gonadotrofinas (GnRH), o
horménio liberador de tireotrofina (TRH) e um amg@ala ocitocina. Parece também produzir
0 neurotrasmissor inibitério, o acido gama aminolmat (GABA) (LEWY, 1983).

Mesmo no inicio do desenvolvimento filogenético, pmeal esta intimamente
conectada ao sistema nervoso central por neur@gositivos, mas nos mamiferos esta
ligacdo direta deu lugar a fibras simpéticas pdggignares provenientes do ganglio cervical
superior. As fibras pré-ganglionares se originam oélulas da coluna lateral da medula
espinhal. Essas fibras simpaticas sdo reguladasinpoulsos nervosos descendentes e
emergentes dos nucleos supraquiasmatico e parawantriocalizados no hipotalamo. O
nacleo supraquiasmatico recebe fibras diretamenge rdtina, através do trato
retinohipotalamico, que transmite informagcdes sabtaminosidade independentemente do
estado de percepcdo da consciéncia. E medianteirtsteado complexo de conexdes

nervosas que a luz regula a atividade da pineaPf@&RS et al., 1974).

Além de possuir conexdes nervosas com a retinealptambém apresenta ligacao
com o hipotalamo e o géanglio cervical superior. $garutura histoldégica sugere funcdes
neuro-secretoras, porém contém ainda células glissrminacdes nervosas. De fato, em
vertebrados inferiores, como peixes e anfibiogghdas da pineal tém funcdo semelhante ao
olho, ou seja, sdo extremamente fotossensiveisyartebrados superiores, todos os vestigios
desta funcdo foto-receptora desapareceram (REICHL892). O parénquima da pineal é
constituido por células epitelidides chamadas phc#as, com citoplasma levemente
basofilo e contendo vesiculas lipidicas. Os pirgl® possuem de trés a cinco terminacdes
gue, em sua maioria, alcancam capilares. Seu palhgroduto € a melatonina, que é€ liberada,
assim que produzida (BLOOM & FAWCETT, 1986).

A inervagdo é fundamental para o funcionamentaléadula. Consiste de fibras
noradrenérgicas originadas no ganglio simpaticovicagr e finalizadas nos espacos

intersticiais ou nas membranas celulares dos miokas. O endotélio da pineal é fenestrado e



permite a entrada e saida de grandes molécula® patiexrior do espaco intersticial, diferindo
assim do restante do sistema nervoso central, quefgpleta auséncia de barreira hemato-
encefalica. Todas as fun¢des neuro-endodcrinas diéstdula sdo mediadas por receptddes
adrenérgicos (KLEIN, 1978). Em roedores, a glanduteeal € dividida em uma porgéo
superficial localizada dorsalmente ao mesencétalm forma discretamente alongada e que
pode ser retirada por meio de pinealectomia (HOFNMAREITER, 1965).

Duas caracteristicas fazem da pineal uma glandita,luma delas é a sua capacidade
de sintetizar melatonina de forma ritmica, em umioge de 24h e em quantidades
consideraveis; a outra é a sua relacdo com asevesdruturas nervosas, que participam da

transmissao da informacéao fotica.

Um ponto interessante e Unico na fisiologia da djiéa pineal é a relacdo existente
entre a periodicidade do ciclo luz/escuro e a séoréle indois pela mesma. Isso se observa
quando ha um prolongamento do fotoperiodo, ondien@riacdo continua provoca a reducao
na producdo e secrecdo de melatonina. Este efdito 56 ocorre, quando a via nervosa que
conecta a retina e a pineal esté intacta. Existemsevidéncias da comunicagédo bidirecional
entre os sistemas imune e neuroenddcrino. A glandineal € um importante elo destes
sistemas, e estudos recentes tém mostrado a agaelatanina sobre a resposta imune, frente
a diferentes infeccdes parasitarias (REYES, 198NTELLO et al. 2007, SANTELLO et
al., 2008a; SANTELLO et al., 2008b).

1.5 Melatonina

A melatonina (MLT), ou seja, a N-acetil-5-metoytamina é um derivado do
aminoacido essencial triptofano. Ela foi isoladanpiramente, a partir da glandula pineal de
bovinos e estruturalmente identificada em 1958 (ERNet al., 1958); e foi por muito tempo
tratada exclusivamente como um horménio. Recentemacumularam-se evidéncias que
tém mudado este conceito, evidenciando-a como wmohermoénio sintetizado pela glandula
pineal durante a noite em todas as espécies, micduhumanos (DELAGRANGE et al.,
2003).

A sua sintese inicia-se a partir do triptofano eobre varias enzimas e compostos
indol. A etapa limitante para a sintese de melatoné a atividade das enzimas N-
acetiltransferase e a hidroxindol-orto-metiltrans$ée (HIOMT). Supbe-se que cerca de 25%
da secrecdo de melatonina seja de origem extralpisendo impreciso o local de sua
producéo ectépica (LEWY, 1983).



A producéo de melatonina € maior durante a na#ed® sua concentracdo, no interior
da pineal, inversa a de seu precursor, a serotoDiumante o dia, 0s niveis de melatonina séo
muito baixos, comegcam a aumentar no inicio da re@écancam seu pico maximo no meio
da noite, entre 2 e 4h da manh&, caindo a segudependente do estado de vigilia
(REICHLIN, 1992). Apés atingir a circulagdo é ragumoente metabolizada no figado e sua
excrecao se faz por via urinaria, através do métalsulfato 6-OH-melatonina e depende de

varios fatores como o sono, a dieta, a posturateidade fisica (KLEIN, 1978).

A maneira pela qual a melatonina chega a hipofiae hipotalamo € ainda obscura.
Supde-se que a drenagem da secrecao se facarpalagéio venosa periférica, uma vez que
ndo h& uma via de conducdo direta da pineal aeitereentriculo. Além disso, a pineal acha-
se envolta por uma capsula bastante espessa, ongediria o0 escoamento de secrecdes
atraveés do espaco subaracnoideo (KAPPERS et @4).19

A diversidade dos receptores e suas diferentegbdigdes, cerebral e em érgaos
extracerebrais sugerem multiplas atividades furaioda foram descritos distintos receptores
de membrana para melatonina: ML 1, com alta afteda ML 2, com baixa afinidade
(MORGAN et al., 1994; DUBOCOVICH, 1995). Duas forsndos receptores ML 1 foram
identificadas em humanos; ML l1a (ou MT1) na hifss no nlcleo supraquiasmatico,
provavelmente relacionando-se com os efeitos repinasd e circadiano (REPPERT et al,
1994); enquanto o ML 1b (ou MT2) é expresso na retina eoetnas regides do cérebro
(VON GALL, 2002). Os receptores de melatonina eifaxlos a duas classes diferentes de
proteinas, o que lhes confere complexidade e expgbmtas funcdes fisioldégicas deste
neurohormonio ao longo de todo o organismo. Asdaaegos receptores Sao recentes e novas
descobertas podem trazer outras funcdes pararestggores (DELAGRANGE et al., 2003,
WITT-ENDERBY et al, 2003).

Além disso, ja foram descritos receptores de meiiago em outros locais do
organismo: gdnadas e nas células ovarianas (YI&.etl995); olhos, bago e supra-renal
(DUBOCOVICH, 1985; DUBOCOVICH & TAKAHASHI, 1987; NIES, 1989; LOPEZ-
GONZALEZ et al., 1991; PANG et al., 1991; PERSENGI& al., 1991; YU et al., 1991).

Vérias caracteristicas da melatonina a distinguemnad horménio classico, como, por
exemplo, sua atividade direta, ndo mediada porptececomo radical livre (TAN et al.,
2003). A melatonina € um componente indolico dev@icia altamente bioldgica. Este
produto da secrecdo pineal controla varias fund@sslogicas essenciais associadas aos

ritmos circadiano e sazonal (REITER, 1991).



Por ser um mensageiro enddgeno da escuridao, stesesienddgena depende do
fotoperiodo e mostra variagbes sazonais. O ritmih@eno de secre¢do € gerenciado pelo
ndcleo supraquiasmatico e controlado pelo ciclaootéscuro. A melatonina pode ser
considerada o ponteiro do reldgio biologico (MAESIWR, 2001; TAN, 2003).

Em humanos, os niveis de melatonina diminuem iaterate com a idade. As
concentragdes plasméticas noturnas situam-se em tm 250pg/ml em criangas de 1 a 3
anos, atingindo 120pg/ml na adolescéncia e dedmaara 20pg/ml entre 50 e 70 anos de
idade. Os niveis diurnos de melatonina sao idéngoo todas as idades, ou seja, ao redor de 4
a 10 pg/ml (CAVALLO, 1991).

A melatonina possui, na espécie humana, vériassafideldgicas ainda pouco

definidas. Supbe-se que: 1) atue como antioxidpotieroso (REITER et al., 1995; EL-
SHENAWY et al., 2002; GULCIN et al., 2002); 2) tenlagcdes imuno-estimulantes
(MAESTRONI et al., 1988); 3) module respostas imestmulantes na prevencéo de vérias
neoplasias, como as de mama, prostata, estdmdgwige figado (BLASK & HILL, 1986);
4) possua propriedades redutoras de colester@inBlp em base muito empirica, teria um
efeito “antienvelhecimento” (REITER & ROBINSON, 189 No entanto, a Unica funcéo
extragonadal atualmente comprovada no homem é acapacidade de induzir o sono
(ZHDANOVA et al., 1995, CAJOCHEN et al., 2003).

Embora, em humanos, haja um aumento acentuaddwss de melatonina durante o
periodo noturno (JIMERSON et al., 1977; WETTERBURIGal., 1976). WEINBERG et al.
(1979) observaram que a melatonina é secretadatdutado o dia, marcadamente em
periodos de vigilia e na presenca de luz. Taisreas@es levaram varios investigadores a
proporem que a regulacdo da melatonina no homamsdystancialmente diferente daquela
de outros mamiferos, atribuindo que esta fuga ddrale ambiental conferiria ao homem

consideravel vantagem evolutiva (PERLOW et al. 0)98

Entretanto, nas duas ultimas décadas, a polémitsstdou de maneira contundente,
pois varias publicagbes procuraram demonstrar gaeerla um ritmo circadiano e
ultracircadiano da luz sobre a secrecdo de mef@o@m humanos (WEBLEY &
LEIDENBERGER, 1986). No entanto, ao que parecenteansidade luminosa deveria ser
muito grande para que se obtivesse esse efeitsatdp500 lux de intensidade luminosa é
bem mais do que o necessario para se consegubigd da sintese de melatonina. J4 na
espécie humana este valor se situa entre 15000l@6QLEWY et al., 1980).



1.6 Melatonina e o Sistema Imune

Os efeitos exercidos pela melatonina nos parametrosies sédo diferentes, e
dependem de varios fatores, como dose, via deagplc espécie, sexo, idade, assim como
estacao do ano, ritmo circadiano das imunidadesaced humoral, funcéo da glandula pineal,

condicOes de estresse, acompanhamento do procgesoreental, etc (SKWARLO, 2002).

A melatonina é benéfica tanto a resposta imundaseduanto a resposta humoral. Ela
estimula a producao de citocinas: interleucinaL22{| interleucina 6 (IL-6) e interleucina 12
(IL-12). Também estimula a producéo de células gmdgras de granuldcitos, macrofagos,
células NK e algumas célulasalixiliares(CD4+) (SRINIVASAN et al, 2005).

Em situacdes de pinealectom@y naquelas de inibicdo da producéo de melatonina,
verifica-se um estado de imunosupressao, que desapguando os pacientes sdo tratados
com aquele horménio. Sua acdo sobre o sistema imooge atraves de linfocitos T-
auxiliares, linfocinas e também se observa, atrdeésertos horménios pituitarios. Por outro
lado, linfocinas como IFN-e IL-2 podem, assim como o timo, modular a sintése
melatonina ao nivel da glandula pineal (CUTANDO K\ESTRE, 1995).

A melatonina age no sistema imune pela regulacgowathucéo de citocinas de células
imunocompetentes. O hormoénio aumenta a producdio-2lelFN-y, IL-6 e IL-12 em culturas
de células mononucleares humanas. O aumento nagd@de IL-12 esta relacionado a acao
da MLT sobre mondcitos. A estimulacéo repetitivaélellas Tauxiliares (Th) na presenca de
IL-12 causa a diferenciacdo das células Th ema=lUhl, as quais produzem IL-2 e IgN-
citocinas estas que sao efetivas no aumento dastespnune que envolve macréfagos e
outras células fagocitarias. As células NK tambépnesentam maior eficacia em sua
atividade pelo aumento na producao de IL-2 e ILMORREY et al, 1994; GARCIA-
MAURINO et al., 1999; LISSONI et al., 1998; BARJAVt al., 1998).

A MLT pode agir em receptores especificos de menahraxpressos em células
imunocompetentes com receptores MT2 (existem dpds tde receptores de melatonina,
MT1 (REPPERT et al., 1994) e MT2 (REPPERT et &195) e foi descrito um terceiro, MT3
(NOSJEAN et al., 2000), que aparentemente deserapenim papel maior quando se refere
a acao sobre o sistema imune (CARRILLO-VICO et20(03; DRAZEN & NELSON, 2001,
MAESTRONI, 1999). Receptores nucleares foram descrem linfocitos (RAFII-EL-
IDRISSI et al., 1998; SMIRNOV, 2001).



A MLT pode estimular a resposta imune e corrigiumodeficiéncias secundarias
resultantes do estresse agudo, de doencas virais,causadas por tratamentos
medicamentosos. A ligacdo da melatonina a seuptmes especificos resulta na regulacao
positiva da producéo de citocinas e da funcao infMA&ESTRONI, 1998).

Fisiologicamente, o pico noturno de MLT tem sidscgsado a uma relacéao IRpAL-
10 alta, isto é, o ritmo da MLT correlaciona-seifpo@mente a proporcéo entre células Thl/
células Th2 (CARRILLO-VICO et al., 2004; RAFII-EIDRISSI et al., 1998).

Estudos mostraram os efeitos imunomoduladores di@onea administrada por via
oral em ratos, que resultaram em aumento da adieigeoliferativa de linfocitos e da taxa de
sintese de DNA em linfécitos timicos e esplénides-SOKKARY et al., 2003). Também
foram realizadas pesquisas em ratos portadorasm® te estas revelaram um aumento tanto
na proliferacdo linfocitica, como na habilidade ulagpria da produgcdo de citocinas por

macrofagos, apos tratamento com melatonina (MARTEN&., 1998).

O efeito significativo da melatonina sobre o sistamune tem sido demonstrado pela
abundancia de estudwsvivo ein vitro, que sugerem que a administracdo de melatonina pode
influenciar nas respostas humoral e celular, assimo na proliferagéo celular e producéo de
mediadores. As acdes da melatonina tém sido reladas com varias patologias — incluindo
infeccdes, inflamacédo e auto-imunidade e estadelagem sendo aos poucos elucidada em
recentes achados (CARRILLO-VICO et al, 2005; SANILBLet al, 2007; SANTELLO et
al., 2008a e 2008Db).

Tendo em vista a necessidade de novos estudosodados a analise de fatores que
possam influenciar no desenvolvimento da doenc&lumgyas experimental, esse trabalho
analisou de forma inédita e pioneira, a concomitane fatores, ou seja, a auséncia de
hormdnios sexuais masculinos endoégenos e a ac&@ogissm da administracdo de um
horménio exdgeno como a melatonina, tendo em gistao disponibilidade de trabalhos que
relatem a acdo da melatonina sobre o sistema imosi€asos de orquiectomia em animais

infectados conT .cruzi



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivos avaliar os efeitounomodulatorios da administragédo
da melatonina e a acdo dos hormdnios sexuais nrasgutiurante a fase aguda da infeccéo
experimental pofTrypanosoma cruziem ratosWistar machos orquiectomizados ou nao,

infectados com a cepa Y, através dos seguintemptigs:

= peso dos animais, peso dos 6rgdos (coracao, bagy, guantificacdo de parasitas

sanglineos (parasitemia) e teciduais (histologieodacdo) e taxa de mortalidade;

= contagem de leucdcitos totais, macrofagos, dosagemoxido nitrico (NO),
linfoproliferacdo de timdcitos e esplendcitos; élee por citometria de fluxo das
populacgdes celulares T CbBD4" e CD3CDS';

= dosagem das citocinas: T@HE; TNF<a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12,

utilizando-se a técnica de ELISA.



3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais e Infecg&o conT. cruzi
3.1.1. Animais utilizados

Utilizamos ratos machos linhagewistar, jovens, pesando entre 100 e 120 gramas,
provenientes de uma col6nia mantida nos bioté@ogmiversidade de Sao Paulo, Campus de
Ribeirdo Preto. Esses animais foram ambientadosbiotério da FCFRP-USP, sendo
mantidos a uma temperatura de£23C, com acesso livre a 4gua e racéo, acondiciorerdos

namero de 5 por caixa plastica, em ciclo claro/es&@/12 horas.

A escolha de ratos deveu-se a eficiéncia da resposine apresentada por este
modelo experimental a infeccdo pbrcruzi Utilizaram-se ratos jovens, pois a medida que
envelhecem, tornam-se mais resistentes, mudanda@q da curva parasitémica podendo
ser a mesma inaparente ou apresentar baixo nuneerpiphmastigotas, algumas vezes

indetectaveis através dos métodos usuais de contdg@arasitas.

Este trabalho teve a aprovacéo do Comité de Eticm@ Uso de Animais do Campus
da USP de Ribeirdo Preto (CEUA) protocolo 06.1.534.

Os grupos foram divididos em:

Grupo Controle

C - sem suplementacédo de melatonina, néo infectade®)n

| - sem suplementacédo de melatonina, infectados jn = 5
CM - com suplementacao de melatonina, ndo infectade$jn

IM - com suplementacao de melatonina, infectados (jn =5

Grupo Sham

CSH -*“sham”, sem suplementacdo de melatonina, naotades (n = 5);
ISH - “sham”, sem suplementagédo de melatonina, infestéue 5);

CSHM - “sham”, com suplementacdo de melatonina, ndotades (n = 5);

ISHM — “sham”, com suplementacéo de melatonina, infectéda 5);



Grupo Orquiectomizado

COR - orquiectomizados, sem suplementacao de melaongo infectados (n = 5);
IOR - orquiectomizados, sem suplementacao de melapimfectados (n = 5);
CORM - orquiectomizados, com suplementacdo de melapnéo infectados (n = 5);

IORM - orquiectomizados, com suplementacdo de melapmfectados (n = 5).

Tabela 1 -Grupos experimentais.

Dias de experimento apos infeccdo 7° 14° 21°
Grupo
@ 5 5 5
I 5 5 5
CM 5 5 5
IM 5 5 5
CSk 5 5 5
ISH 5 5 5
CSHM 5 5 5
ISHM 5 5 5
COR 5 5 5
IOR 5 5 5
CORM 5 5 5
IORM 5 5 5

3.1.2 Orquiectomia

Os animais foram previamente anestesiados conommiitanol e, a seguir foram
submetidos a orquiectomia, onde os testiculos faetirados e a bolsa escrotal suturada;
outro grupo, convencionado “sham”, passou apenasipa simulacao cirargica, tendo sua
bolsa escrotal aberta e em seguida suturada, seemacdo dos testiculos, simulando a
cirurgia. JA o grupo controle ndo passou por qealtjpo de cirurgia. Apds a cirurgia, 0S
animais receberam o antibiético Amoxicilina 250nmgl5 por via oral, adicionada a agua dos
bebedouros, por 7 dias. Aguardou-se 30 dias a#galiZzacdo do indculo infectante, para

observar se haveria a ocorréncias de infeccao ote mevido ao procedimento cirdrgico.



3.1.3 Dias de Experimento

Os experimentos foram realizados nos dias préwatados: 7, 14’ e 2F apds o
indculo infectante. Estes dias foram escolhidoaa®do com o perfil da curva parasitémica,
onde o pico de parasitemia ocorre, normalmentae emt7° e 14° dias, apos o inéculo
(BRAND et al, 1949).

3.1.4 Cepa ddl.cruzi

Foi utilizado o indculo de 1 x $@ormas da cepa Y, via intraperitonial. Utilizamos a
cepa Y deT. cruzi isolada por SILVA & NUSSENZWEIG (1953), através do
xenodiagnoéstico realizado em uma paciente na fgadaada infeccdo chagésica. Desde
entdo, esta cepa vem sendo mantida em camundonges r#o isogénicos, através de
repiqgues semanais de sangue infectado. A cepa YYupasorfologia fina com picos
parasitémicos precoce, altamente virulenta e patcgédeterminando alta mortalidade e
lesBes tissulares graves e seu estudo estd beronpemo em diferentes modelos
experimentais, inclusive em ratos (UYEMURA et &9%; SCORZA & SCORZA, 1972).

3.2 Administragao da melatonina

A melatonina (M5250 — SIGMA- ALDRICH, 113K0973,' Souis, USA) foi
administrada na dose de 5mg/kg, por via oral, déliim agua (5% p/v) e nos grupos controle
somente se utilizou veiculo, seguindo os padro#igaatos em estudos prévios, como em
doenca auto-imune e na propria doenca de Chagabl@ét al, 2001, SANTELLO et al,
2007). O tratamento ocorreu pela manha, pois ngstéodo, os niveis plasmaticos de

melatonina apresentam-se baixos.

3.3 Pesagem dos animais e 6rgaos

Previamente a eutanasia, os animais foram pesadoSatnca eletronica Mettler.
Imediatamente apds a abertura da cavidade abdonomabrgédos (coragdo, timo e baco)
foram imediatamente pesados em todos os dias deriemgnto. Os resultados foram

expressos em gramas (Q).



3.4 Eutanésia dos animais

Os animais foram primeiramente anestesiados cdonomnoetanol a 2,5% e em
seguida decapitados. O anestésico causou incoosci@m funcdo de sobredosagem,
provocando uma auséncia de percepcao das sensaudies, relacdo dose-efeito. A
decapitacdo € um método répido, eficaz e segurdosTesses procedimentos visaram um
minimo de dor, medo e angustia, além de evitaraueas manipulagbes aumentassem o
efeito do estresse e desta maneira alterassenp@stasmunoldgica do animal (CALDEIRA
& FRANCI, 2000; SANTOS et al, 2005).

3.5 Parasitemia

Decorridos 30 dias apds a orquiectomia, os ania@igrupo infectado foram
inoculados intra-peritonialmente com 1x1ipomastigotas sanguicolas. A contagem dos
parasitas foi feita pelo método de BRENER, que istm&m colocar uma aliquota del.5de
sangue infectado em uma lamina de microscopio,ird#a com laminula 22 x 22mm.
Determinou-se o nimero de parasitas em 50 campo®sudpicos, selecionados em varias
areas do preparado. O nimero encontrado foi malihd por um fator, calculado para cada
microscopio e objetiva, que leva em consideracdaumero de campos microscopios
existentes na area da laminula (BRENER, 1962).e@dltados foram expressos em numero

de parasitas por mililitro de sangue total (PaagagmL).

3.6 Coleta de sangue

Apoés a morte dos animais foi coletado cerca de R @ensangue em um tubo plastico
para a determinagdo da parasitemia. Para as aniafisaoldgicas foram coletados 2,0mL de

sangue em frasco sem anticoagulante para obteecsmal

3.7 Contagem global de leucdcitos

A contagem global de leucdcitos foi realizada aisaga coloracéao de 1D de sangue
total em 39QL de solucdo de Turk (solugcéo de &cido acético aliB¥do em agua destilada,
acrescida de violeta genciana) seguida de contagernamara de Neubauer. Os resultados

foram expressos em numero total de leucdcitos [dditnm de sangue total (Leucdcitos/mL).



3.8 Contagem de macrofagos peritoniais

Imediatamente apds a morte dos animais, injetast®sL de meio RPMI estéril na
cavidade peritonial. Foi realizada uma massageronaidl suave e, em seguida, retirou-se o
liquido peritonial. A contagem de macrofagos daitiq peritonial foi feita através da retirada
de uma aliquota de 10uL do lavado peritonial quealifaida em solugdo de Turk (990uL),
para contagem das células viaveis (macrofagos)aemara de Neubauer. Os resultados foram
expressos em numero total de macréfagos peritopaismilimetro cubico (Macrofagos

peritoniais/mm).

3.9 Quantificacdo de Oxido Nitrico

A determinacédo de oOxido nitrico foi realizada petaducdo de nitrito de células do
lavado peritonial. Os ratos tiveram a cavidadetpeial lavada com 10mL de RPMI a 4°C,
gue foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpmesssrenadante desprezado. O sedimento
foi ressuspendido com 1mL de RPMI contendo 10%ode Isovino fetal e antibidtico. Dessa
suspensao, retirou-se uma aliquota de 10uL quiliida em solucdo de Turk (990uL), para
contagem das células viaveis (macrofagos). Deppisodtadas em camara de Neubauer, as
concentracdes foram acertadas para 5°camL. Recolheram-se 100uL do sobrenadante,
que foram transferidos para uma placa de 96 pegosjuplicata, contendo 5 x °l¢l/poco,
onde nos pocos controle, adicionaram-se 100pL d& &Rima concentracdo de 5ug/mL,
seguindo-se uma incubacdo em estufa contendo 5Z®gedurante 24 horas a 37°C. Apos
este periodo, submeteu-se a placa a centrifugatd0Qkpm durante 4 minutos. Recolheram-
se 100pL do sobrenadante, que foram transferid@squdra placa de 96 pocos. Em seguida,
adicionou-se igual volume de reagente de Griestafslamida 1% (p/v) em acido fosférico
5% + alfa-naftil-etilenodiamina 0,1% (v/v) em agu®REEN et al., 1982) permitindo a
revelacdo da reacao por meio de leitor de micrapglatilizando filtro de 540nm. A curva
padrdo de 200uM a 6uM foi realizada utilizando sN€@m diluicdo seriada na base 2
(TERENZI et al., 1995; HRUBY & BECK, 1997). A letta da absorbéancia foi realizada em
aparelho de ELISA (Teccan, Modelo Sunrigguant) (SALTZMAN, 1954).



3.10 Linfoproliferacao de timocitos

O timo foi assepticamente removido, macerado @Ispenso a uma concentracéo de
5x1¢F/mL em RPMI 1640 (Gibco BRL, Paisley, UK) suplensaa com 10% de soro bovino
fetal (Gibco BRL, Paisley, UK), penicilina (100U/mLestreptomicina (1Q@/mL), L-
glutamina (2mM), e 2-mercaptoetanol (0,05mM) encadade 96 pocos. As células foram
cultivadas em triplicatas e estimuladas com congdlima A (Con A: 4ug/mL), diluidas no
mesmo meio. A proliferacdo de timaocitos foi quacéifla depois de 48 horas pela adicdo de
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difidtetrazolio). A leitura da absorbancia foi
realizada em 570nm utilizando aparelho de ELISAc¢@a, Modelo Sunrise gQuant)
(SALTZMAN, 1954).

3.11 Linfoproliferacdo de esplendcitos

O baco foi assepticamente removido, macerado agessso a uma concentracao de
5x1¢/mL em RPMI 1640 (Gibco BRL, Paisley, UK) suplenstd com 10% de soro bovino
fetal (Gibco BRL, Paisley, UK), penicilina (100U/mLestreptomicina (1Q@®/mL), L-
glutamina (2mM), e 2-mercaptoetanol (0,05mM) entatade 96 pocos. As células foram
cultivadas em triplicatas e estimuladas com congdlima A (Con A: 4ug/mL), diluidas no
mesmo meio. A proliferacdo de esplendcitos foi tjtiaada depois de 48 horas pela adicédo
de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,%tehiltetrazolio). A leitura da absorbancia
foi realizada em 570nm utilizando aparelho de ELIS&ccan, Modelo SunrisepQuant)
(SALTZMAN, 1954).

3.12 Andlise fenotipica das populacdes celularesrpmtofluorimetria de fluxo

A citometria de fluxo permite a andlise de difeesntparametros: tamanho,
granulosidade e fluorescéncia. Um sistema Optietéalico permite a deteccdo destas
caracteristicas, através da avaliacdo da dispeisdaio laser incidente sobre uma célula e a
emissao de fluorescénciBara realizagdo desta andlise foram utilizadadaseksplénicas,
obtidas do baco, que foi removido cirurgicaments; esplenécitos foram obtidos por
maceracdo do mesmo em peneiras de aco inox corsigexie em 4mL de meio de RPMI
1640 (GibcoBR). Em seguida, as células foram lavgubet 15 minutos a 10°C, ressuspensas
em 10mL de RPMI. Os tubos permaneceram em reparsalguns minutos para a formacéo



de matriz, que foi removida. Homogeneizaram-se atlodamente os tubos, coletando-se
10uL desta suspensao em 3@0de solucao de Turk e procedendo-se a contageceldias

em camara de Neubauer. Apés a contagem, a cong@mtfai acertada para 1 x °10
células/mL em tampao fosfato (PBS) contendo 1%ate bovino fetal (SBF) e 0,1% de
azida sddica (Tampéao de FACS). Em seguida, aligute20QL de células foram colocadas
nos pocos em placas de 24 pocos, fundo em U, fugadas por 2000 rpm durante 15
segundos e o0 sobrenadante descartado. O sedineenébuths foi desfeito apds agitacdo e as
células incubadas com 30 de Fc-block (soro de camundongo inativado em RB& evitar
ligacBes inespecificas), por 30 minutos ‘@ .4Ao0 final da incubagédo, as células foram
centrifugadas a 2000 rpm durante 15 segundos érersdante descartado. Em seguida, as
células foram marcadas com anticorpos monoclor@igugados com anti-CD3+PE, anti-
CD4+FITC e anti-CD8+PERCP, diluidos em tampado deC&A(1:30), incubadas por 30
minutos a 4C, protegidas da luz. Apds esta etapa, lavou-daca gom 17QL de tampéao de
FACS, centrifugando-a a 2000rpm durante 15 segur@os Ultimo, ressuspenderam-se as
células com 200L de tampdo de FACS e transferiu-as para os tukokitlra contendo
300uL de tampéo de FACS.

Foram utilizados no experimento os anticorpos miemags conjugados com PE (r-
phicoeritrin), FITC (Fluorescein isotiocianate) &HCP (Peridin Clorofil Protein) (BD-
Pharmingen, CA, USA). A aquisicdo e analise dosodddram realizadas em citbmetro de
fluxo [FACScan -Becton Dickinson, Sunnyvale, CAdadtware DIVA-BD.

3.13 Histologia do coracao

Em cada dia de experimento, 5 (cinco) animais da gaupo foram mortos. Durante a
necropsia dos animais, o coragao foi retirado agesm balanca eletronica (Mettler HLOW),
lavado em solucéo fisiologica 0,9%, fixado em folrh@% tamponado e, apds 24h, mantido
em alcool 80%, até sua inclusdo em parafina. Adéesiclusdo em parafina, o coracéo foi
cortado transversalmente de maneira semi-seriata,espessura deué e, a seguir, foram
corados por Hematoxilina-Eosina (HE). A montageml@minas foi realizada com intervalo
de 7Qum, para evitar a analise de um mesmo ninho comd®ramastigotas d€. cruzi
(CAMARGOS et al, 2000). Foram examinados 6 cortes de cada animamamoscopio
optico com aumento de 1000X (imersao) (MELO & BRENHE978).



3.14 Intensidade do parasitismo tecidual cardiaco

O grau de parasitismo tecidual foi analisado qtethtamente, a partir da
determinacdo do numero de ninhos observados emarBpas microscopicos (400X), sendo
considerados todos os ninhos encontrados em caaocfCASTRO & BRENER, 1985).

Para esta analise foram utilizados 5 (cinco) ardrdaicada grupo experimental.

3.15 Dosagens de Citocinas:

3.15.1 Dosagens de TGB1, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10

Cada anticorpo de captura das citocinas acimaastéol diluido em 1mL de PBS
suplementado com soro bovino fetal e, em seguatant diluidos novamente, no mesmo
diluente mencionado anteriormente, objetivandotacexr concentracdo sugerida em cada
protocolo da respectiva citocina (2ug/mL para TRaFFN-y e IL-4 ; 4ug/mL para TNIie;
IL-10 e 1,6pg/mL para IL-2). Placas de poliestirate alta afinidade de 96 pocos, fundo
plano (Corning Costar Corporation, Cambridge, U&#%am sensibilizadas com 100uL de
anticorpo de captura purificado especifico paradaterleucina e incubadas, de 16 a 20h, a
temperatura ambiente. Apds a incubacao lavou-serpsrvezes a placa com tampao de
lavagem (1L PBS + 0,5mL Tween 20) e bloqueou-se 800uL/poco de tampéo de diluicdo
(10g BSA + 1L PBS) sendo incubadas por mais 1 éorademperatura ambientgéovamente
lavou-se mais trés vezes (neste processo, entaeaphidacéo de tampéao de lavagem, verte-se
a placa e seca-aReconstituiu-se a recombinante padrdo, com reagdihiente, para
realizacdo da curva, utilizando-se como pontoahida curva, as concentracdes sugeridas em
cada protocolo do fabricante (R&D systems) (200@pgpara TGH1, 2500pg/mL para
IFN-y, 2000pg/mL para TNk IL-2, IL-10, 1000pg/mL para IL-4), procedendoditiicdo
seriada de 1:1, onde o ultimo ponto foi consideradanco (somente 100uL reagente
diluente). Aplicou-se na placa a curva padrao anasstras de soro em duplicata, utilizando o
volume de 100uL/pocgo e incubou-se por 2 horas @destura ambiente (As amostras de
soro da TGH31 foram ativadas antes da aplicagéo)*. Neste iateypreparou-se o anticorpo
de deteccao**, com reagente diluente, na conceidrade trabalho (100ng/mL para IL-4 e
TNF-a, 300ng/mL para IL-10 e TGB%, 150ng/mL para IFN; 400ng/mL para IL-2 ).
Lavou-se trés vezes a placa e aplicaram-se 100pd. /i@ anticorpo de detec¢ao, incubando
por mais 2 horasEm seguida, cada placa foi lavada com tampao deyésm, por mais trés
vezes. Aplicaram-se 100uL/poco de estreptoavidiR®H(diluida (1:200 em reagente

diluente) e incubou-se por 20 minutos a temperanrBienteNovamente a placa foi lavada



por trés vezes, adicionando-se 100pL/poco de sibstr(15mL de TMB
(Tetrametilbenzidina) + 15mL 4@,) nos pocgoslncubou-se por mais 20 minutos, sob abrigo
da luz. Adicionou-se 50uL/poco de solucdo de&S®, 2N, para interromper a reacao,
homogeneizou-se e realizou-se leitura a um compitionge onda 450nm em leitor de ELISA
(Teccan, Modelo SunrisgrQuant).

*Ativacdo das amostras de soro da interleudi@Ff1: Adicionaram-se 0,1mL de Acido
Acético 2,5N/ Uréia 10M em 0,1mL de amostra, incwmase a placa por 10 minutos em
temperatura ambiente. Neutralizou-se com 0,1mL d®H 2,7N/HEPES 1M. Diluiu-se a
mostra em 1:10 com reagente diluente, multiplicaselposteriormente pelo fator de diluicdo
30.

** O Anticorpo de deteccdo para as interleucinasl@Le IL-2 foi adicionado em reagente
diluente, preparado 2h antes do uso, com 2% dedsocabra inativado.

3.15.2 Dosagem de IL-6

Para a dosagem de IL-6 utilizou-se o kit comeR&D Systems — Quantikine Rat IL-
6, seguindo-se as especificagcbes do fabricanteantartilizadas placas de 96 pocos ja
sensibilizadas com o anticorpo de captura antcities para ratos. Adicionaram-se 50uL de
reagente diluente em todos os pocos. Foram pigmi@s amostras, utilizando-se soro de
rato diluido 1:1 (75uL de soro + 75uL de reagenheedte) e os tubos da curva padréo,
através da reconstituicdo do padrdo de IL-6 de débddo em 1mL reagente diluente; este
tubo representou a concentracdo de 4000pg/mL.deikset 200uL de reagente diluente em
sete tubos de ensaio e colocou-se no tubo 1, 2@@ulpadrédo diluido inicialmente e
procedeu-se uma série de diluicdes 1:1 até o tubwtubo 8 foi colocado apenas o reagente
diluente (Opg/mL da curva). Em seguida, 50uL dasstras e padrdes foram aplicados em
seus respectivos pocos. A placa foi agitada suenepor 1 min, e coberta, deixando-a a
temperatura ambiente por 2h. Apos a incubacao, pkta foi lavada quatro vezes, com
400uL/poco de tampao de lavagem (diluido conforme utétes, em agua destilada).
Aplicou-se, entdo, 1QQ de anticorpo conjugado anti-IL-6 biotinilado {(dilo em 1mL de
agua destilada), em todos 0s pocos, e incubourskhpem temperatura ambiente. Apds novo
ciclo de quatro lavagens, foi adicionado substt&@uL/poco, incubando novamente por 30
minutos, protegendo da luz, e a reacéo foi intepidenpela adicdo de 10 de solucédo de
acido sulfarico 2N (solucdo de parada). As densdaipticas (D.O.) das placas foram lidas

em leitor de ELISA (Teccan, Modelo SunrisgiQuant) em um comprimento de onda de



450nm, os dados foram processados em programastatésticas e devidamente plotados e
analisados.

3.15.3 Dosagem de IL-12

Para a dosagem de IL-12 utilizou-se o kit comeBIQISOURCE, Califérnia, USA:
BIOSOURCE Immunoassay Kit Rat IL-12, seguindo-seeapecificacbes do fabricante.
Foram utilizadas placas de 96 pocos ja sensibdzatbm o anticorpo de captura anti-
citocinas para ratos. Reconstituiu-se o anticorpargo para realizacdo da curva e
adicionaram-se 1Q@Q./poco, em duplicata, diluido em tampao de dilui¢gdmM de azida
sbédica em 25mL de solucdo), procedendo-se dillse@iada na razdo de 1:1, onde o ultimo
ponto foi considerado branco (ponto de partidaiahie concentragdo de 1000pg/mL e no
branco foi colocado apenas reagente diluehte$. outros pocos, foram pipetados iD@las
amostras experimentais em duplicata na proporcdol:@8e em tampdo de diluicdo.
Adicionaram-se 50L de tampao de incubacdo em todos 0s pocos, coet@&xao branco.
Apdbs esse processo, as placas foram incubadashooa® a temperatura ambiente, protegidas
da luz.Apos a incubacao, cada placa foi lavada quatrosyenen 40QlL/pogo de tampdao de
lavagem (diluido conforme instru¢des, em agua ldésij. Adicionaram-se, entdo, 1A0 de
anticorpo biotinilado anti-IL-12, em todos os pagoem excec¢do do branco, e incubou-se por
1h em temperatura ambiente. Procedeu-se quatrgdasacom 4Q@/poco de tampé&o. A
revelacdo enzimatica foi feita pela adicdo depl@®foco estreptavidina-HPR (100 vezes
concentrada, contendo 3,3mM de timol por frascdd@5mL) diluida 1:100 em diluente
especifico (contendo 3,3mM de timol por frasco BePR) e as placas foram incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente, sob protecdo d&p&s novo ciclo de quatro lavagens, foi
adicionado substrato revelador tetrametilbenzidiBVB), 100uL/poco, incubando
novamente por 30 minutos, ao abrigo da luz, e @dcedoi interrompida pela a adicdo de
10QuL de solucéo de acido sulfurico 2N (solucédo de g@raAsdensidades opticas (D.O.)
das placas foram lidas em leitor de ELISA (Tecddiodelo Sunrise 41Quant) em um
comprimento de onda de 450nm, os dados foram mades em programas de estatisticas e

devidamente plotados e analisados.



3.16 Taxa de Mortalidade

Para a verificacdo da taxa de mortalidade dos amiema estudo durante todo periodo
pos-infeccdo, inspecionou-se as gaiolas diariamerwatendo os animais dos grupos

infectados tratados e nao tratados com melatonirente o decorrer dos experimentos.

3.17 Andlise Estatistica

Os dados dos experimentos foram analisados est@tiEnte pelo programa
computacional GraphPad Prism versédo 4.0. A sigmifia estatistica entre os grupos foi

realizada pela analise de variancia One-way ANOR#20(05) e post-test de Bonferroni.



4- RESULTADOS

4.1. Peso Corpoéreo

Tabela 2. Peso corpéreo de rat®¥istar machos ndo infectados e infectados com 1x 10
formas tripomastigotas sanguicolas da cepa YTigganosoma cruzdurante o pico de
parasitemia (7° dia apds o inoculo).

Grupos Experimentais Numero de animais Peso corporeo dos animais (g)

(Média / C\})

C 05 505,5/15,2%
CM 05 514,3/11,1%
CSH 05 485,21/ 6,3%
CSHM 05 519,5/7,9%
COR 05 423,81 13,4%
CORM 05 409,71/ 12,3%
| 05 504,21 14,9%

IM 05 398,9/16,7%
ISH 05 502,4 /5,6%
ISHM 05 491,1/ 10,8%
IOR 05 416,5/12,9%
IORM 05 406,2 /11,8%

'cV: Coeficiente de variacéo

Grupo Controle (C), Controle Sham (CSH), Controleu@ectomizado (COR), Controle
tratado com Melatonina (CM), Controle Sham tratad:m Melatonina (CSHM), Controle
Orquiectomizado tratado com Melatonina (CORM), d¢tdelo (1), Infectado Sham (ISH),
Infectado Orquiectomizado (IOR), Infectado tratamson Melatonina (IM), Infectado Sham
tratado com Melatonina (ISHM), Infectado Orquiecizado tratado com Melatonina
(IORM), p>0,05.

N&o houve alteracdes significativas no peso cogpdos animais em nenhum grupo
experimental (Tabela 2). Por estes dados obsengusea infeccdo nao interfere no

crescimento do modelo experimental utilizado.



4.2. Peso dos Orgéos

4.2.1. Peso do Coragéo
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Figura 1. Peso do coracdo de ratdéistar machos ndo infectados e infectados com 1x10
formas tripomastigotas sanglicolas da cepa YImgeanosoma cruzino o 7° dia apos a
infeccdo (pico da parasitemia), nos seguintes gru@oupo Controle (C), Controle Sham
(CSH), Controle Orquiectomizado (COR), Controleéada com Melatonina (CM), Controle
Sham tratado com Melatonina (CSHM), Controle Orclonizado tratado com Melatonina
(CORM), Infectado (I), Infectado Sham (ISH), Infedd Orquiectomizado (IOR), Infectado
tratado com Melatonina (IM), Infectado Sham tratadon Melatonina (ISHM), Infectado
Orquiectomizado tratado com Melatonina (IORM). Rada grupo experimental n = 5.

p < 0,001% 1 vs C; ISH vs CSH; IOR vs COR; ISHM vs ISKESHM vs ISHM:” IOR vs
I, ISH; ¥ IM, ISHM, IORM vs |.

p <0,01 ®CSH vs COR

p <0,05 ®IORM vs IM, IOR

O peso cardiaco foi maior nos grupos infectangelacdo aos grupos sem infeccao.
Entre os animais infectados, 0 grupo orquiectonuzapresentou peso cardiaco reduzido
quando comparado aos grupos sham e controle, prquavelmente esta relacionado com a
reducdo do numero de parasitas circulantes nosa@ionquiectomizados e com a redugéo
dos niveis de testosterona, contribuindo para um@aomlesdo ao musculo cardiaco por

cruzi. Observou-se também uma diminuicdo do peso cardi@s animais infectados



submetidos a administracdo de melatonina quandpa@uos aos animais infectados e ndo
tratados. O tratamento associado a orquiectomidRNID conferiu aos animais uma
diminuicdo significante do peso cardiaco, provaesite pela diminuicdo de ninhos de
amastigotas, reduzido infiltrado inflamatorio e meoomprometimento das fibras cardiacas
em relacdo aos grupos infectado e orquiectomizd@®)( e infectado e tratado com
melatonina (IM), evidenciando um efeito somatéra atquiectomia e do tratamento com

melatonina contra o parasita (Figura 1).



4.2.2 Peso do Baco
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Figura 2. Peso do baco de ratdistar ndo infectados e infectados com 1xI6rmas
tripomastigotas sanguicolas da cepa Yrdganosoma cruzio 7° dia apds a infec¢do (pico
da parasitemia), nos seguintes grupos: Grupo deni@), Controle Sham (CSH), Controle
Orquiectomizado (COR), Controle tratado com Melatan(CM), Controle Sham tratado
com Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizadotad® com Melatonina (CORM),
Infectado (), Infectado Sham (ISH), Infectado Qegtomizado (IOR), Infectado tratado
com Melatonina (IM), Infectado Sham tratado com aflmhina (ISHM), Infectado
Orquiectomizado tratado com Melatonina (IORM). Rada grupo experimental n = 5.

p <0,001*Cvs 1% IM vs I; ISH vs CSH; ISHM vs CSHM:; IOR vs COR

p <0,01¥IORM vs IOR, I; IM vs CM

N&o houve diferenca no peso do baco entre os amiowtrole tratados e nao
tratados. O peso esplénico sofreu aumento nos grundectados em relacdo aos grupos
controles. Os grupos infectados tratados com nmelEoapresentaram massa esplénica
menor em relagcéo aos néo tratados, o que ilugratacdo da melatonina contra a invasao do
parasita aos 6rgaos-alvos. Também se observamjer® grupo infectado orquiectomizado
tratado com melatonina (IORM) em relacdo ao infkwtdl) e infectado tratado com
melatonina (IM), mostrando mais uma vez a acaagce da melatonina e da orquiectomia

sobre a resisténcia a infec¢ao porruzi(Figura 2).



4.2.3 Peso do Timo
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Figura 3. Peso do timo de ratod/istar ndo infectados e infectados com 1X¥6rmas
tripomastigotas sanguicolas da cepa Yrdgpanosoma cruzijo 7° dia apos a infeccao (pico
da parasitemia), nos seguintes grupos: Grupo deni@), Controle Sham (CSH), Controle
Orquiectomizado (COR), Controle tratado com MelatarfCM), Controle Sham tratado com
Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizado tratadon Melatonina (CORM), Infectado
(D, Infectado Sham (ISH), Infectado Orquiectomza@OR), Infectado tratado com
Melatonina (IM), Infectado Sham tratado com Melatan (ISHM), Infectado
Orquiectomizado tratado com Melatonina (IORM). Rada grupo experimental n = 5.

p < 0,001 C vs I, ISH, IORYIORM vs IOR
p<0,01%ISHM vs ISH

p<0,05%1 vs IM, ISHM, IORM

N&o houve diferenca significativa no peso do timwwe2os animais controle tratados e
ndo tratados. Os grupos infectados apresentarasaniasica menor em relagcdo aos grupos
sem infeccdo. Os grupos infectados (I, ISH, IOResgntaram massa timica menor em
relacdo aos grupos infectados tratados com metetqiivi, ISHM e IORM). A diferenca
mais significativa foi observada entre o grupo ¢tdeo (I) e o grupo infectado tratado e
orquiectomizado (IORM). Observando estes dados-s®tnovamente o efeito positivo da
melatonina e também o resultado da orquiectomimnadb isolada ou sinergicamente nos

grupos infectados e refletindo em uma acao diieeso parasita (Figura 3).



4.3 Parasitemia
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Figura 4. Evolucdo da parasitemia em ratdéstar machos infectados com 1xX16rmas
tripomastigotas sanguicolas da cepa Ydganosoma cruziurante o 7°, 14° e 21° dia apos a
infeccdo, nos seguintes grupos: Infectado (l), di@@o Sham (ISH), Infectado
Orquiectomizado (IOR), Infectado tratado com Meiata (IM), Infectado Sham tratado com
Melatonina (ISHM), Infectado Orquiectomizado tratazbm Melatonina (IORM). Para todos
0s grupos de animais em cada dia de experiments.n =

p <0,05

* |IOR vs | (7° dia ap6és infeccao); ISH vs ISHM (1dia apods infeccéo)

p <0,001:

#IM, ISHM e IORM vs I; (7° e 14° dias apés infecgadM, ISHM e IORM vs ISH (7° dia
apos infeccao)

* IORM vs IOR (7° e 14° dias ap6s infeccao)

O pico parasitémico ocorreu no 7° dia ap6s o imdqdra todos os grupos. Os
animais submetidos ao tratamento com melatonineseptaram redugéo estatisticamente
significativa em relagdo aos animais nao tratagoscipalmente quando se compara com o
grupo infectado (I). Os grupos submetidos a orqame@ apresentaram parasitemias mais
baixas em relacdo aos grupos nao submetidos @ieireirsham. Este perfil foi seguido nos
grupos tratados e nao tratados com melatonina, @sdgrupos tratados apresentaram
parasitemia ainda menor (Figura 4).



A administracdo de melatonina além de promovermiigéo na parasitemia, também
exerceu papel sinérgico a orquiectomia, tornand@romais mais resistentes a infecgéo

apresentando menor numero de parasitas sanguicolas.



4.4 Leucdcitos totais
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Figura 5. Nimero total de leucécitos de ratstar ndo infectados e infectados com 1x10
formas tripomastigotas sanguicolas da cepa YTg@anosoma cruzino 7° dia apds a
infeccdo (pico da parasitemia), nos seguintes gru@oupo Controle (C), Controle Sham
(CSH), Controle Orquiectomizado (COR), Controldgata com Melatonina (CM), Controle
Sham tratado com Melatonina (CSHM), Controle Orcloiizado tratado com Melatonina
(CORM), Infectado (), Infectado Sham (ISH), Inf@dd Orquiectomizado (IOR), Infectado
tratado com Melatonina (IM), Infectado Sham tratadon Melatonina (ISHM), Infectado
Orquiectomizado tratado com Melatonina (IORM). Rada grupo experimental n = 5.

p<0,05*IvsC,IM
p < 0,01 ** CM vs IM;* CSH vs ISH® ISH vs ISHM

p < 0,001% | vs IOR, IORM; ? CSHM vs ISHM;” IOR vs COR;* IORM vs IM, ISHM,
CORM e IOR

Entre os grupos néo infectados, o numero totaédedkcitos mostra discreto aumento
nos grupos tratados com melatonina. Entre os grugestados, os animais tratados com
melatonina apresentam um maior nimero de leucoeitoselacdo aos grupos nao tratados,
deixando clara a acdo protetora da melatonina esposta aT. cruzi JA o grupo
orquiectomizado infectado tratado com melatoninayela valores estatisticamente
significantes em relacdo aos grupos nao tratadoger@ leucocitario observado entre os

grupos infectados é caracteristico da evolucamdagh de Chagas experimental (Figura 5).



4.5 Contagem global de macréfagos peritoneais

Tabela 3.Contagem global de macréfagos peritoniais em Mtissar machos controles (néo
infectados) e infectados com 1X1frmas tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de

Trypanosoma cruziurante o 7°, 14° e 21° dia apos a infeccéo.

Grupos Experimentais

Macréfagos peritoneais/mm(Média + DP)

(n=5)
7° dia apés a 14° dia ap0s a 21° dia apés a
infeccdo infeccdo infeccdo
C 8950 + 1215 8300 + 475 7950 + 382
CSH 7850 + 458 6950 + 1593 7250 + 818
COR 12450 + 852 11350 + 1085 9850 + 2208
CM 10250 + 1065 11800 + 2347 9650 + 1485
CSHM 11200 + 325 9650 + 982 9450 + 1370
CORM 12150 + 704 11800 + 654 11150 + 1681
I 22500 + 2646 19950 + 4991 20550 + 2192
ISH 20550 + 662 18550 + 1493 18300 + 3321
IOR 31050 + 4569 28250 + 4602 20900 + 5890
IM 26850 + 4587 ** 23600 + 5472 22250 + 2925
ISHM 24200 + 3141 19300 + 2764 19250 + 1939
IORM 42300 + 1362 * 29450 + 2845 23850 + 2515

'DP: Desvio Padrdo

Grupo Controle (C), Controle Sham (CSH), Controleu@ectomizado (COR), Controle
tratado com Melatonina (CM), Controle Sham tratad;m Melatonina (CSHM), Controle
Orquiectomizado tratado com Melatonina (CORM), d¢tdeo (1), Infectado Sham (ISH),
Infectado Orquiectomizado (IOR), Infectado tratagon Melatonina (IM), Infectado Sham
tratado com Melatonina (ISHM), Infectado Orquiecimeno tratado com Melatonina
(IORM). Para cada grupo experimental n = 5.

HHH#

p<0,001 IM vs ISH (7° dia ap0s a infeccao)

##p<0,01 IORM vs |, ISH, IM e ISHM (7° dia ap6s adn€ao)

#p<0,05 IOR vs | e ISH (7° e 14° dias apo6s a infekca



Nos grupos sem infeccdo nédo foram observadas @esasignificativas quanto ao
namero de macréfagos. Entre os animais infectaolagrupo orquiectomizado apresentou
valores mais elevados do que os animais do grupiwate néo infectado (C) e sham (CSH),
no sétimo dia apos a infeccao (pico da parasiterAi@dministracdo de melatonina exerceu
papel sinérgico a orquiectomia, apresentando numermacréfagos estatisticamente mais
elevado no grupo orquiectomizado e submetido a@mnrento com melatonina (IORM)
(Tabela 3).



4.6 Dosagem de Oxido Nitrico

4.6.1 Grupos néo infectados
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Figura 6. Concentracdo de NQui¢) a partir de células peritoniais estimuladas @a nom
LPS (1Qug/mL), coletadas de rat&ista machos controles (ndo infectados) durante 7°, 14°
e 21° dias, nos seguintes grupos: Grupo Controje @0ntrole Sham (CSH), Controle
Orquiectomizado (COR), Controle tratado com Melatan(CM), Controle Sham tratado
com Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizaddaad® com Melatonina (CORM). Para
cada grupo experimental n = 5.

Sem LPS 7° dia

p<0,01 *CvsCM;p<0,05 ** CSH vs CSHM

Com LPS 7° dia

p < 0,01"CORM vs C; p < 0,05 CSHM vs C*CORM vs COR
Com LPS 14° dia

p < 0,01 CORM vs C; p < 0,08* CSHM vs C#4* CORM vs COR
Com LPS 21° dia

p < 0,001* CORM vs C, COR; p < 0,04CSHM vs C2CORM vs CM



A administracdo de melatonina estimulou a produtgioxido nitrico nos grupos nao
infectados, tendo atingido valores mais elevadograpo tratado e orquiectomizado no dia
do pico parasitémico. Este efeito ficou mais evidaros grupos estimulados com LPS, onde
0 grupo tratado e orquiecomizado (IORM) apresentaior concentracdo de NO. Isso pode

ser observado em todos os dias experimentais,rapsgestimulados (Figura 6).



4.6.2 Grupos Infectados

sem LPS

Nitrito (V)

7° dia 14° dia 21° dia

Dias ap6s a infecgéo

com LPS
100 -
90 A
80 A
70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10 -

Nitrito (M)

7° dia 14° dia 21° dia

Dias ap6s a infeccgdo

Figura 7. Concentracdo de NQui) a partir de células peritoniais estimuladas &a nom
LPS (1Qug/mL), coletadas de ratosVista machos infectados com 1x1Gormas
tripomastigotas sangtiicolas da cepa Yrdganosoma cruziurante 7°, 14° e 21° dias apoés
a infeccdo, nos seguintes grupos: Infectado (Ifectado Sham (ISH), Infectado
Orquiectomizado (IOR), Infectado tratado com Metata (IM), Infectado Sham tratado com
Melatonina (ISHM), Infectado Orquiectomizado tratambm Melatonina (IORM). Para cada
grupo experimental n = 5.

Sem LPS 7% < 0,001 IORM vs 1, ISH, IOR, IM
Sem LPS 149 < 0,01° IORM vs |, ISH
Sem LPS 219 < 0,002% | vs IM; ®IORM vs |, ISH, IOR, IM;* ISHM vs ISH

Com LPS 7° p< 0,05 ®ISH vs ISHM; p < 0,0f1 vs IOR, IM, ISHM; p < 0,00t IORM vs |,
ISH, IOR, IM, ISHM

Com LPS 14°p < 0,001" ISHM vs | e ISH®IORM vs |, ISH, IOR, IM
Com LPS 21°p < 0,01° IORM vs |, ISH, IOR e IM; p < 0,001ISHM vs |, ISH e IOR



O grupo orquiectomizado tratado com melatoninasgmeu concentracdes de NO
estatisticamente mais elevadas do que os gruposatados (I, ISH, IOR) e animais tratados
com melatonina (IM) em todos os dias de experimeAtadministracdo de melatonina
associada a orquiectomia provocou um aumento gignte na producdo de Oxido nitrico

durante toda a fase aguda da infeccao (Figura 7).



4.7 Linfoproliferacéo de Timocitos
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Figura 8. Proliferagéo de timocitos induzidos por ConfdAnL) de ratodVistarmachos infectados
com 1x18 formas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgganosoma cruziurante a fase aguda
(7°, 14° e 21° dia apos infeccdo), nos seguintepay: Grupo Controle (C), Controle Sham (CSH),
Controle Orquiectomizado (COR), Controle tratadenddelatonina (CM), Controle Sham tratado
com Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizaddada com Melatonina (CORM), Infectado (1),
Infectado Sham (ISH), Infectado OrquiectomizadoR])QInfectado tratado com Melatonina (IM),
Infectado Sham tratado com Melatonina (ISHM), Itdeo Orquiectomizado tratado com Melatonina
(IORM). Para cada grupo experimental n = 5. Os @80 expressos em taxa de prolifera¢ao.

N&o infectados — 7° digp < 0,001 * CM vs C; * CSHM vs CSH; ** CORM vs GCSH,
COR

N&o infectados — 14° dig < 0,001*CM vs C;**CSHM vs CSH*44 CORM vs COR

N4o infectados — 21° dig < 0,001 CM vs C;* CSHM vs CSH**CORM vs COR{®
COR vs CM

Infectados 7°p < 0,001" I vs IM; © ISH vs ISHM;¥ IORM vs |, ISH, IOR, IM e ISHM
Infectados 14°p < 0,002" | vs IM; 2 ISH vs ISHM;® IORM vs |, ISH, IOR, IM,ISHM
Infectados 21°p < 0,001° | vs IM; Y ISH vs ISHM;® IORM vs I, ISH, IOR, IM e ISHM



Os animais tratados com melatonina apresentam esataxas de proliferagcdo de
timocitos em relacdo aos ndo tratados, tanto emasindo infectados, como em animais
infectados. Entre os grupos infectados, o grupaiectpmizado tratado com melatonina
apresentou as maiores taxas, mostrando difereiggacativas em relacdo a todos os outros
grupos em todos os dias experimentais (Figura 8).



4.8 Linfoproliferacéo de Esplendcitos
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Figura 9. Proliferacdo de esplendcitos induzidos por Copg(thL) de ratodVistarmachos
infectados com 1xPOformas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgpanosoma cruzi
durante a fase aguda (7°, 14° e 21° dia apoés i@d@cQos seguintes grupos: Grupo Controle
(C), Controle Sham (CSH), Controle Orguiectomiza@@OR), Controle tratado com
Melatonina (CM), Controle Sham tratado com Melatani (CSHM), Controle
Orquiectomizado tratado com Melatonina (CORM), d¢tdeo (1), Infectado Sham (ISH),
Infectado Orquiectomizado (IOR), Infectado tratamon Melatonina (IM), Infectado Sham
tratado com Melatonina (ISHM), Infectado Orquiecipaxo tratado com Melatonina
(IORM). Para cada grupo experimental n = 5. Os slad@o expressos em taxa de
proliferagao.

N&o Infectados 7P < 0, 001¥ C vs CM:® CSH vs CSHM™CORM vs C, CSH, COR, CM
N&o Infectados 149 <0, 001” C vs CM;® CSH vs CSHM@CORM vs C, CSH, COR, CM

N&o Infectados 219 < 0,001" C vs CM;® CSH vs CSHM” CORM vs CSH, COR; p< 0,05
“ CORM vs CM

Infectados 7°p < 0,001 * IM vs [; ** ISHM vs ISH; *** IORM vs |,IOR, ISH, IM e ISHM

Infectados 14°p < 0,01* IORM vs ISHM;*IOR vs ISH; p < 0,00f | vs IOR e IM; & |SH
vs ISHM; & |ORM vs I, ISH, IOR e IM

Infectados 21°p < 0,01% 1 vs IOR; *¥ ISH vs ISHM;**¥ IORM vs |, ISH, IOR, IM e ISHM



A taxa de proliferacéo de esplendcitos seguiu anmogsadréo da taxa de proliferacao
de timocitos. Os animais tratados com melatonimasgmtam maiores taxas de proliferacao
de esplendcitos em relacdo aos nado tratados, &ant@nimais ndo infectados, como em
animais infectados. Entre os grupos infectados,rupay orquiectomizado tratado com
melatonina apresentou as maiores taxas, mostraifelertas significativas em relagéo a

todos os outros grupos em todos os dias experimdfiigura 9).



4.9 Andlise fenotipica das populacdes celulares paitofluorimetria de fluxo
4.9.1Populacéo celular T CD3CD4"
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Figura 10. Andlise da populacdo de linfécitos T CD3D4" do bago de ratos Wistar machos ndo
infectados e infectados com 1X1@rmas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgpanosoma
cruzi, no 7°, 14° e 21° dias apo0s a infeccdo nos segugmtipos: Grupo Controle (C), Controle Sham
(CSH), Controle Orquiectomizado (COR), Controldada com Melatonina (CM), Controle Sham
tratado com Melatonina (CSHM), Controle Orquiectmedio tratado com Melatonina (CORM),
Infectado (I), Infectado Sham (ISH), Infectado Qegtomizado (IOR), Infectado tratado com
Melatonina (IM), Infectado Sham tratado com MelatanISHM), Infectado Orquiectomizado tratado
com Melatonina (IORM). Para cada grupo experimemtal.

Nao infectados

p < 0,01CM vs C (21° dia); **CORM vs C, CSH, COR, CM, CSHIH® dia);

p < 0,001 *CORM vs C, CSH, COR, CM, CSHM (7° di}ORM vs C, CSH, COR (21° dia);
Infectados

p < 0,05"1ORM vs I, ISH, IOR, IM, ISHM (14° dia);

p < 0,01% vs IOR (7°dia)?ISH vs IOR (14° e 21°dias);

p < 0,001l vs IOR (14° e 21°dias}ISH vs IOR (7°dia)@l vs IM (7°, 14° e 21°diasjlORM vs |,
ISH, IOR, IM, ISHM (7° e 21°dias).



Os grupos tratados com melatonina apresentarawresgbopulacdes de linfécitos T
CD3'CD4" em relagdo aos grupos néo tratados. Este pedilsérvado tanto nos animais
infectados, como nos animais ndo infectados. Qsograom maior porcentagem de linfécitos
T CD3'CD4" sdo os grupos tratados e orquiectomizados, tarfextados, como n&o
infectados, sendo seus valores estatisticamentaeresaem relagdo a todos 0s outros grupos
no 7°, 14° e 21° dias de experimento (Figura 10).



4.9.2Populagéo celular T CD3CD8"
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Figura 11. Analise da populagéo de linfocitos T CIB®8" do baco de ratos Wistar machos
ndo infectados e infectados com 1Xx¥6rmas tripomastigotas sangtiicolas da cepa Y de
Trypanosoma cruzino 7°, 14° e 21° dias ap0s a infeccdo nos seguigtupos: Grupo
Controle (C), Controle Sham (CSH), Controle Orquuetzado (COR), Controle tratado com
Melatonina (CM), Controle Sham tratado com Melatani (CSHM), Controle
Orquiectomizado tratado com Melatonina (CORM), d¢tdelo (1), Infectado Sham (ISH),
Infectado Orquiectomizado (IOR), Infectado tratamon Melatonina (IM), Infectado Sham
tratado com Melatonina (ISHM), Infectado Orquiecipaxdo tratado com Melatonina
(IORM). Para cada grupo experimental n = 5.

Nao infectados

p < 0,01 *CORM vs C, CSH, COR, CM, CSHM (14° e 2ids);

p < 0,001°C vs CM (7°, 14° e 21° dias); *CORM vs C, CSH, CGRI|, CSHM (7° dia);
Infectados

p < 0,001%| vs IM (7°, 14° e 21° dias¥*IORM vs I, ISH, IOR, IM, ISHM (7°, 14° e 21° dias).



As populactes de linfocitos T CO3D8" demonstraram o mesmo perfil observado
nas populagdes linfocitos T CB@D3", onde os grupos tratados com melatonina
apresentaram maiores populacdes de linfocitos T'CD8" em relagdo aos grupos nao
tratados, tanto nos animais infectados, como niwsaés ndo infectados. Também se observa
que os maiores valores de linfocitos T COB8" sdo encontrados nos grupos tratados e
orquiectomizados, tanto infectados, como néo iatkrd, sendo seus valores estatisticamente
maiores em relacdo a todos os outros grupos negli@é experimentais propostos (Figura
11).



4.10 Histologia Cardiaca
4.10.1 Animais néo infectados néo tratados (C) eatados com melatonina (CM)

Aspecto histolégico normal de fibras cardiacas alumais nao infectados tratados e
nao tratados.

Figura 12. Aspectos histolégicos (6um) dos coracdes de klistar machos nao infectados,
nao tratados (A) e tratados com melatonina (Bhidok no 7° dia experimental e corados por
hematoxilina-eosina (1000X).



4.10.2 Animais sham néo tratados (CSH) e sham tradas com melatonina (CSHM)

Aspecto histologico normal de fibras cardiacas dosnais néo infectados sham
tratados e néo tratados.

Figura 13. Aspectos histolégicos (6um) dos coracfes de ilistar machos néo infectados
Sham, ndo tratados (A) e tratados com melatoninad@hidos no 7° dia experimental e
corados por hematoxilina-eosina (1000X).



4.10.3 Animais orquiectomizados nao tratados (COR? orquiectomizados tratados com
melatonina (CORM)

Aspecto histolégico normal de fibras cardiacas dosmais ndo infectados
orquiectomizados tratados e néo tratados.

Figura 14. Aspectos histolégicos (6um) dos coracfes de ilistar machos néo infectados
orquiectomizados, ndo tratados (A) e tratados coetatonina (B), colhidos no 7° dia
experimental e corados por hematoxilina-eosina@X®0



4.10.4 Animais infectados nao tratados (l) e tratams com melatonina (IM)

Figura 15. Aspectos histolégicos (6pum) dos coracfes de katistar machos infectados, nao
tratados (A) e tratados com melatonina (B), colkido 7° dia experimental e corados por
hematoxilina-eosina (1000X).



Durante a leitura das laminas, observou-se nogsde animais nao tratados (Figura
15A) a presenca de grandes e numerosos ninhosaftigotas nas fibras cardiacas, enquanto
0s animais tratados (Figura 15B) com o hormoénioatoeina, apresentaram pequenos e
poucos ninhos de amastigota nas fibras cardiacestQao processo inflamatorio, observou-
se uma melhora no aspecto histolégico, com a redda infiltrados celulares nos grupos

tratados com melatonina.



4.10.5 Animais infectados Sham néo tratados (ISH)teatados com melatonina (ISHM)

Figura 16. Aspectos histoldgicos (6pm) dos coracdes de réfetar machos infectados
Sham, nédo tratados (A) e tratados com melatoninad@hidos no 7° dia experimental e
corados por hematoxilina-eosina (1000X).



A observacdo dos cortes enfatizou o que ja hawda descrito para 0s grupos

infectados (I) e infectado tratado (IM): presenga grandes e numerosos ninhos de
amastigotas nas fibras cardiacas nos animais atalds (Figura 16A), enquanto 0s animais

tratados com o horménio melatonina (Figura 16Bjesgntaram pequenos e poucos ninhos

de amastigotas nas fibras cardiacas.



4.10.6 Animais infectados orquiectomizados néo tratios (IOR) e tratados com
melatonina (IORM)

Figura 17. Aspectos histoldgicos (6pm) dos coracdes de réfasar machos infectados
orquiectomizados, ndo tratados (A) e tratados coefatonina (B), colhidos no 7° dia
experimental e corados por hematoxilina-eosina@Xx90



Os animais do grupo orquiectomizado e tratados nwmfatonina (IORM) (Figura
17B) apresentaram um numero muito reduzido de sintem como de tamanho reduzido. O
grupo orquiectomizado sem tratamento (IOR) (Figli#®) apresentou também menor
namero de ninhos e de menor tamanho, em relacdoutims grupos infectados (I,ISH), mas
a diferenca realmente notavel foi a reducdo ocarrid primeiro grupo citado (IORM).
Observa-se aqui um efeito sinérgico da orquiectama tratamento com melatonina, na luta
contra a invasao parasitaria. Quanto ao procesamiatorio, 0os grupos tratados com
melatonina e orquiectomizados, apresentaram a maducao dos infiltrados celulares, em

relacéo a todos os outros grupos.



4.11 Intensidade parasitaria cardiaca

Tabela 4.Analise quantitativalos ninhos de amastigotas no coracao de Yais&r machos
infectados com 1x fformas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgpanosoma cruzi
no 7° e 14° dia apos a infecgao.

NUumero de ninhos amastigotas

Grupos Experimentais (Média+ DPY
(n=5) 7° dia apos a infeccdo 14° dia apo6s a infeccao
45+7,2 35,018,4
ISH 39+4.,6 34,00+6,1
IOR 30+7,1 22,00 £6,2
IM 22+6,3 150+ 7,2
ISHM 20+4,9 14,00 £4,9
|IORM 13+5,8 5,00 +3,7

DP: Desvio Padrido

Infectado (I), Infectado Tratado com Melatonina )]Mhfectado Orquiectomizado (IOR),
Infectado Orquiectomizado Tratado com Melatonin®@RM), Infectado Sham (ISH),
Infectados Sham Tratado com Melatonina (ISHM). ada grupo experimental em cada dia
de infeccdo n = 5. Foram contados 0s ninhos detmois em toda a extensdo dos cortes e
feita uma médica dos 6 cortes examinados.

*p<0,05 IORM vs |, ISH e IOR (7° e 14° dias apdeagao)

“p<0,001 IM vs | e IOR (7° e 14° dias ap6s infecc&o)

Os grupos tratados com melatonina apresentaransifire tecidual menor em
relacdo aos nédo tratados, como ja havia sido dldstem trabalho anterior (SANTELLO et
al., 2007). Os grupos orquiectomizados apresentaranor nimero de ninhos de amastigotas
nas fibras cardiacas, porém os animais orquiectmog e tratados apresentaram menor

parasitismo tecidual em relacdo a todos os ouimgzog, evidenciando a acdo concomitante



da melatonina e a influéncia dos horménios sexuaigesposta ao parasita (Tabela 4). Isso
mostra a acdo sinérgica da orquiectomia e do tetwmcom melatonina diminuindo,

drasticamente, o parasitismo tecidual no grupad@e também submetido a cirurgia.



4.12 Dosagem de citocinas
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Figura 18. Concentracéo de TGEt determinada no soro de raMgsta machos nao infectados e
infectados com 1xf(formas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgpanosoma cruziurante o
7°, 14° e 21° dias ap6s a infeccdo nos seguintgmsgyr Grupo Controle (C), Controle Sham (CSH),
Controle Orquiectomizado (COR), Controle tratadenddlelatonina (CM), Controle Sham tratado
com Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizaddéadm com Melatonina (CORM), Infectado (1),
Infectado Sham (ISH), Infectado OrquiectomizadoR)QInfectado tratado com Melatonina (IM),
Infectado Sham tratado com Melatonina (ISHM), Itddo Orquiectomizado tratado com Melatonina
(IORM). Para cada grupo experimental n = 5.

Nao Infectados
p < 0,002C vs CM (7°, 14% 21° dias)*CSH vs CSHM (7°, 14° e 21° dia%;ORM vs C, CSH,
COR (7°, 14% 21° dias);

Infectados
p<0,055l vs IOR (7° e 14° dias); p < 0,001vs IOR (21° dia;)“’IORM vs |, ISH, IOR, IM, ISHM (7°,
14° e 21° diasfIM vs 1(7°, 14° e 21° dias)ISHM vs ISH (7°, 14° e 21° dias).



As concentracdes de TGH- nos grupos nao infectados apresentaram valores ma
baixos em relacdo aos grupos infectados. Todos ropog tratados com melatonina
apresentaram valores estatisticamente mais bamaglacao aos grupos que ndo receberam
tal horménio. Os niveis de T@F, nos grupos infectados, foram aumentando com a
evolucdo para a fase cronica da doenca, porémrupog tratados com melatonina (IM,
ISHM, IORM), apresentaram concentracfes estatiaBode mais baixas desta citocina, em
relacdo aos grupos nao tratados (I, ISH, IOR). @Qp@rorquiectomizado e tratado com
melatonina (IORM) foi o que apresentou os menoigsis1 de TGH31 (Figura 18). Este
resultado confirma outros estudos que afirmam sSEGBf1 uma citocina pré-inflamatéria

em baixas concentracdes e antiinflamatoria em edtasentracées (OMER et al., 2000).



4.12.2 TNFa
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Figura 19. Concentracdo de TNé&-determinada no soro de ratddsta machos néo infectados e
infectados com 1xfCformas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgpanosoma cruziurante o
7°, 14° e 21° dias ap6s a infeccdo nos seguintgmsgyr Grupo Controle (C), Controle Sham (CSH),
Controle Orquiectomizado (COR), Controle tratadonddlelatonina (CM), Controle Sham tratado
com Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizaddéad®m com Melatonina (CORM), Infectado (1),
Infectado Sham (ISH), Infectado OrquiectomizadoR)QInfectado tratado com Melatonina (IM),
Infectado Sham tratado com Melatonina (ISHM), Itddo Orquiectomizado tratado com Melatonina
(IORM). Para cada grupo experimental n = 5.

N&o Infectados

p < 0,001C vs CM (7°, 14°% 21° diasiESH vs CSHM (7°, 14% 21° dia¥CORM vs C, CSH, COR,

CM, CSHM (7°, 14°e 21° dias);

Infectados

p<0,05%ISH vs IOR (7° dia); p<0,01SH vs IOR(14° dia); p < 0,001"ISH vs IOR (21° dig)! vs
IOR(7°, 14% 21° dias}JORM vs I, ISH, IOR, IM, ISHM (7°, 14°% 21° diad)M vs | (7°, 14% 21°
dias);’ISHM vs ISH (7°, 14% 21° dias).



Os grupos tratados com melatonina apresentaranectacoes de TNBE-maiores em
relacdo aos grupos nao tratados, tanto nos grofmgados, como nos grupos nao infectados.
N&o houve diferencas significativas entre os grups infectados e nao tratados (C, CSH,
COR) nos dias experimentais; ja entre os grupaciaflos ndo tratados (I, ISH, IOR), o
grupo orquiectomizado (IOR) apresentou concentsac@®e TNFet maiores em relagédo aos
outros dois grupos (I, ISH) durante toda a evolugdaodoenca experimental. Os grupos
orquiectomizados e tratados com melatonina (CORMRNI) apresentaram 0s niveis mais
elevados de TN em relacdo a todos os outros grupos, com valosesisticamente
significativos (Figura 19). Os valores apresentasanmmaiores no 7° dia apos a infeccdao,
correspondente ao pico parasitémico, observado@mente na Figura 4. Esta acao positiva
da melatonina sobre o sistema imune ja havia didervada em trabalhos anteriores cbm
cruzi (SANTELLO et al., 2008a), porém a orquiectomiagpaializou este efeito.



4.12.3 IFNy

600+
H u C
500__H u CSH
—~ M
2 40, el b COR
= a o B I CM
< 3007 B CSHM
> 2004 BN CORM
s a B o P . B
100+
0 T T
7 14 21

4500 ——2— o
| k TT
4000 o o i |
3500+ Kk I8 —=
= 3000- be ‘m ISH
£ YKE T o 0 IOR
B 25001 ax I —
z'> 2000+ . (SHM
L 15007 BN |IORM
1000+
500
0_ T T
7 14 21

Dias Experimentais

Figura 20. Concentracao de IFM-determinada no soro de ratédésta machos né&o infectados e
infectados com 1xfCformas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgpanosoma cruziurante o
7°, 14° e 21° dias ap6s a infeccdo nos seguintgmsgyr Grupo Controle (C), Controle Sham (CSH),
Controle Orquiectomizado (COR), Controle tratadenddlelatonina (CM), Controle Sham tratado
com Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizaddéad®m com Melatonina (CORM), Infectado (1),
Infectado Sham (ISH), Infectado OrquiectomizadoR)QInfectado tratado com Melatonina (IM),
Infectado Sham tratado com Melatonina (ISHM), Itddo Orquiectomizado tratado com Melatonina
(IORM). Para cada grupo experimental n = 5.

Nao Infectados
p<0,001°C vs CM (7°, 14° e 21° diasﬁCSH vs CSHM(7°, 14° e 21° diaSEORM vs C, CM, CSH, ,
COR, CSHM (7°, 14° e 21° dias);

Infectados

p< 0,05%I vs IOR (7° dia); p< 0,01l vs IOR (14° e 21° diasf| vs IM (7°, 14° e 21° diasjtSH vs
IOR (7° dia); p < 0.00ASH vs ISHM (7°, 14° e 21° diasS)ORM vs I, IM, ISH, IOR, ISHM (7°, 14° e
21° dias).



N&o houve diferengas significativas entre os grupias infectados e néo tratados nos
dias experimentais; ja entre os grupos infectadostratados, o grupo orquiectomizado (IOR)
apresentou concentragdes de N-Naiores em relagcdo ao grupo infectado (I) durtoda a
evolucdo da doenca experimental. Em todos os grumdados com melatonina, as
concentracdes de IFilapresentaram-se estatisticamente maiores em ged@gagrupos nNao
tratados, tanto nos grupos infectados, como ngsogrudo infectados. As concentracdes de
IFN-y elevadas durante a evolugcao da doenca, principéénm® 7° dia de experimento (pico
parasitémico), apontam para uma resposta imuneaftiéante da presenca parasitaria, ja que
esta citocina € muito importante na montagem dasanmgmos de defesa para o controle da
invasdo parasitaria. Os grupos orquiectomizadoatados com melatonina (CORM, IORM)
apresentaram o0s niveis mais elevados deylRNestrando uma somacéao de efeitos a favor do

hospedeiro (Figura 20).



4.12.4 IL-2
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Figura 21. Concentracéo de IL-2 determinada no soro de ilissx machos nao infectados
e infectados com 1x%@ormas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgpanosoma cruzi

durante o 7°, 14° e 21° dias apoOs a infeccdo ngsindes grupos: Grupo Controle (C),
Controle Sham (CSH), Controle Orquiectomizado (CGFOntrole tratado com Melatonina
(CM), Controle Sham tratado com Melatonina (CSHE@@ntrole Orquiectomizado tratado
com Melatonina (CORM), Infectado (I), Infectado Bh@SH), Infectado Orquiectomizado
(IOR), Infectado tratado com Melatonina (IM), Inf@do Sham tratado com Melatonina
(ISHM), Infectado Orquiectomizado tratado com Metaba (IORM). Para cada grupo

experimental n = 5.

N&o infectados

p < 0,001 CM, CSH, CORM vs C, SH e COR (21° dia); p < 0:GM, CSH, CORM vs C, SH e
COR (7° e 14° dias);

Infectados

p < 0,0017IORM vs |, ISH, IOR, IM, ISHM (21° dia)®2ISHM vs ISH (7°, 14% 21° dias}'IM vs |
(21° dia); p < 0,0f IORM vs |, ISH, IOR, IM, ISHM (7° dia)* IM vs | (7° e 14° dias); p < 0,05
IOR vs I, ISH (7° dia)!lORM vs |, ISH, IOR, IM, ISHM (14° dia).



A orguiectomia levou ao aumento das concentracéek-8 no 7° dia apds a infeccao.
O tratamento com melatonina também resultou emuwmeato nos niveis de IL-2 em todos
os grupos (CM, CSHM, CORM, IM, ISHM, IORM), quandmmparados aos grupos
correspondentes nao tratados (C, SH, OR, I, ISR).IQuando a orquiectomia se somou ao
tratamento com melatonina (IORM), obtiveram-se isiggnificativamente mais elevados de
IL-2 em relac&o a todos os outros grupos (Figu)aQ4 niveis de IL-2 apresentaram-se mais
elevados no inicio da infec¢do, chegando a um vaiximo no pico parasitémico (7° dia) e

diminuindo durante a evolucéo para fase cronicdogaca (Figura 21).



4125 IL-4

1750-
C
1500- CSH
~ 12501 COR
%, 1000- s CM
3 750_ s I $ I | $ | - CSHM
¥ T % @ ' BN CORM
= 5004+ —_ Fle
250+ $
: g i
L N Nla CECNNR (RE
7 14 21

Dias Experimentais

1750+ W Félﬂ

1500+ FHL4

|i|
1250 na
HY
1000 v — ||v|
750- - . SHM
5004 N |ORM
250-
0- T
7 14

Dias Experimentais

IL-4 (pg/mL)

Figura 22. Concentragao de IL-4 determinada no soro de rdteda machos ndo infectados e
infectados com 1xfdormas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgeanosoma cruzino 7°, 14°

e 21° dias apos a infeccdo nos seguintes grupagoGontrole (C), Controle Sham (CSH), Controle
Orquiectomizado (COR), Controle tratado com Melatan(CM), Controle Sham tratado com
Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizado trataclmm Melatonina (CORM), Infectado (1),

Infectado Sham (ISH), Infectado OrquiectomizadoR)QInfectado tratado com Melatonina (IM),

Infectado Sham tratado com Melatonina (ISHM), Itddo Orquiectomizado tratado com Melatonina

(IORM). Para cada grupo experimental n=5.

Nao infectados
p < 0,001°COR vs C, CSH (7° e 21° dias); p < 0°CDRM vs C, CSH, COR, CM, CSHM (7°, 14°e

21° dias); p < 0,08COR vs C, SH (14° dia);

Infectados

p < 0,001*IOR vs |, ISH (7° e 14° dias); p < 0,0DRM vs IM, ISHM (7° e 21° dias); p<0,0%0R
vs |, ISH (21° dia)! IORM vs IM, ISHM (14° dia).



N&o foram observadas diferencas significativasniesis de IL-4 entre 0s grupos nao
infectados (C) e nao infectado Sham (CSH) em nentasrdias experimentais. O grupo nao
infectado orquiectomizado, porém, apresentou valonenores do que 0S grupos citados
anteriormente, durante todos os procedimentos.r@sog tratados apresentaram niveis bem
menores em relacdo aos grupos nao tratados, comagqdespara o grupo tratado
orquiectomizado (CORM). O mesmo perfil foi obserwvabs grupos infectados, sendo que o
grupo infectado orquiectomizado tratado (IORM), &mjuele que apresentou 0s menores
niveis de IL-4 em relacdo a todos os outros grgxperimentais. Os niveis de IL-4 foram
menores no inicio da infeccdo (7° dia), aumentamolodecorrer dos dias experimentais
(Figura 22).



4.12.6 IL-10
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Figura 23. Concentracdo de IL-10 determinada no soro de Mtissar machos néo infectados e

infectados com 1xfGormas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgganosoma cruzno 7°, 14°

e 21° dias ap6s a infeccdo nos seguintes grupapo@ontrole (C), Controle Sham (CSH), Controle
Orquiectomizado (COR), Controle tratado com Melatan(CM), Controle Sham tratado com

Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizado trataclmam Melatonina (CORM), Infectado (l),

Infectado Sham (ISH), Infectado OrquiectomizadoR)QInfectado tratado com Melatonina (IM),

Infectado Sham tratado com Melatonina (ISHM), Itddo Orquiectomizado tratado com Melatonina

(IORM). Para cada grupo experimental n = 5.

N&o infectados

p < 0.05%CSH vs COR (7° dia); p < 0,6CORM vs C, CSH, COR, CM (7° e 21° dias);

p < 0.001°C vs CM (7°, 14° e 21° dias)}CSH vs CSHM(7°, 14° e 21° dia&CORM vs C, CSH,
COR, CM (14° dia);

Infectados

p < 0.05%ISH vs IOR (7°, 14° e 21° dias); p < 0.00RM vs |, ISH, IOR, IM, ISHM (7°, 14° e 21°
dias); p < 0.0011 vs IOR (7°, 14° e 21° diag);vs IM (7°, 14° e 21° diasjtSH vs ISHM (7°, 14° e 21°

dias).



Dentro dos grupos controles, as concentracdes €0 Ibh&o sofreram grandes
alteragbes durante os dias experimentais; obsesvaadyrupos infectados, tratados e nao
tratados, as variacdes foram maiores, onde ossnilsita citocina foram aumentando com a
evolucéo para a fase cronica da doenca. Este phesfila 0 papel antiinflamatério da citocina
em questéo, importante na delimitacdo da resposiad, prevenindo uma hiper-atividade, o
que deve ocorrer ap0s a fase aguda doencga. Os wiwdi-10 nos grupos nao infectados
tratados com melatonina (CM, CSHM, CORM) apresemtase menores em relacao aos seus
grupos correspondentes nao tratados (C, CSH, CORjiesmo se observou nos grupos
infectados, onde os tratados (IM, ISHM, IORM), a@mtaram niveis menores de IL-10. Os
grupos orquiectomizados tratados com melatoninaRI@AOORM) apresentaram as menores
concentracdes em relacdo a todos os outros gryooém os hiveis foram aumentando

durante os dias experimentais, seguindo o mesnfib@esejavel ja supracitado (Figura 23).



4.12.7 IL-6
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Figura 24. Concentracdo de IL-6 determinada no soro de réfssa machos ndo infectados e

infectados com 1xfdormas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgganosoma cruzno 7°, 14°

e 21° dias ap6s a infec¢cdo nos seguintes grupapo@ontrole (C), Controle Sham (CSH), Controle
Orquiectomizado (COR), Controle tratado com Melatan(CM), Controle Sham tratado com
Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizado trataclmm Melatonina (CORM), Infectado (1),

Infectado Sham (ISH), Infectado OrquiectomizadoR)QInfectado tratado com Melatonina (IM),
Infectado Sham tratado com Melatonina (ISHM), Itddo Orquiectomizado tratado com Melatonina

(IORM). Para cada grupo experimental n = 5.

Nao infectados
p < 0.05“CORM vs C, CSH, COR, CM, CSHM (7° e 14° dias); ﬁ.@@l@c vs CM (7°, 14° e 21°

dias);¥CSH vs CSHM (7°, 14° e 21° dias); *CORM vs C, CEBR (21° dia);

Infectados

p < 0.05% vs IOR (7° dia)”ISH vs ISHM (7°, 14° e 21° dias); p < 081vs IM (7°, 14° e 21° dias);
°lORM vs |, ISH, IOR, IM, ISHM (7° dia e 21° diag);< 0.001IORM vs |, ISH, IOR, ISHM (14°
dia).



O tratamento com melatonina mostrou-se efetivo lesaedo da concentracdo de
todos os grupos, infectados ou ndo. Os niveis dedpresentaram mais elevados nos grupos
infectados em relacdo aos grupos nao infectadogru@o infectado (I) apresentou menor
concentracdo de IL-6 em relacéo ao grupo infectaduoiectomizado (IOR) no 7° dia apds a
infeccdo. Dentro dos grupos infectados tratados ro@hatonina (IM, ISHM, IORM), o grupo
orquiectomizado (IORM) apresentou os maiores valdeelL-6 (Figura 24). A interleucina-6
€ uma importante citocina pro-inflamatoria paraefesa do hospedeiro contra patdgenos,
possuindo multiplas atividades biologicas, entras.elcoestimulacdo de linfocitos T e

producao de imunoglobulinas.



4.12.8 IL-12
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Figura 25. Concentracdo de IL-12 determinada no soro de Mtissx machos nao infectados e
infectados com 1xfdformas tripomastigotas sangiiicolas da cepa Yrgganosoma cruzno 7°, 14°

e 21° dias apos a infecgcdo nos seguintes grupapo@ontrole (C), Controle Sham (CSH), Controle
Orquiectomizado (COR), Controle tratado com Melatan(CM), Controle Sham tratado com
Melatonina (CSHM), Controle Orquiectomizado trataclmm Melatonina (CORM), Infectado (1),
Infectado Sham (ISH), Infectado OrquiectomizadoR)QlInfectado tratado com Melatonina (IM),
Infectado Sham tratado com Melatonina (ISHM), Itddo Orquiectomizado tratado com Melatonina
(IORM). Para cada grupo experimental n = 5.

N&o infectados

p < 0,001'COR vs C, SH (7° e 14° e 21° dias)CORM vs C, CSH, COR, CM, CSHM (14° dia);

p <0,01”"CORM vs C, CSH, COR, CM, CSHM (7° e 21° dias);

Infectados

p < 0,001 IORM vs |, ISH, IOR, IM, ISHM (21° dia); p < 0,01 IORM vs I, ISH, IOR, IM, ISHM
(7° e 14° dias); p < 0,080R vs |, ISH (7° e 14° dias).



A orquiectomia levou ao aumento das concentrac@s$Ldl2 no 7° dia apls a
infeccdo. O tratamento com melatonina também @s@ um aumento nos niveis de IL-12
em todos os grupos (CM, CSHM, CORM, IM, ISHM, IORMjuando comparados aos
grupos correspondentes nao tratados (C, SH, OIBHI, IOR). Quando a orquiectomia se
somou ao tratamento com melatonina (IORM), obtivesa niveis significativamente mais
elevados de IL-12 em relacdo a todos os outrosogrpigura 14). Os niveis de IL-12
apresentaram-se mais elevados no inicio da infect@gando a um valor maximo no pico

parasitémico (7° dia) e diminuindo durante a ewvéupara fase cronica da doenca (Figura

25).



4.13 Mortalidade

N&o houve casos de mortes durante todo o periquirienental.



5. DISCUSSAO

Apesar de muitas pesquisas e de grandes prograssogados no estudo da doenca
de Chagas, o0 seu tratamento ainda continua apaesienmuitos problemas, somando-se a
isso 0 enorme numero de pessoas infectada3ngpanosoma cruziNo tratamento de uma
doenca infecciosa ou parasitdria € muito importgdder contar com um medicamento
eficiente, capaz de realmente eliminar o agentesazir e apresentando o minimo de efeitos
colaterais ao paciente.

Muitas drogas ja foram testadas em animais expataiwinfectados cori. cruzi
porém poucas foram testadas no homem até o moneeaton resultados pouemimadores.
As drogas tripanossomicidas normalmente tém comoaniemo de acdo a supressao da
parasitemia, 0 que ocorre sobre a forma intraceldé parasita, tornando necessaria a
utiizacdo de altas doses de medicamento, as qupiase sempre toxicas nessas
concentragdes, inviabilizam a utilizagdo cliniceesBa maneira, os centros de pesquisa
buscam novas substancias que possam auxiliar ndatena doenca, sem interferir na

qualidade de vida do paciente, o qual ja esta saestos maléficos da parasitose.

A visdo deste trabalho foi voltada a uma terapéuitisunomoduladora, através da
administragdo do hormonio melatonina, e a influrdos hormonios sexuais masculinos.
Adotou-se como modelo experimental ratos da linfimyéstar, ja que os mesmos tém sido
amplamente empregados para investigacfes sobret@spgerais da doenca de Chagas
experimental (MORENO et al., 2003; MORILLA et aRp05; SANTOS et al.,, 2005;
SANTELLO et al., 2007). A infeccdo nesse animalgpiste até a terceira semana, quando
normalmente ocorre o Obito, ou entdo os animaisgmagpara uma fase cronica, dependendo
da patogenicidade da cepa. Nesse estudo ndo ocuodalidade dos animais devido aos

mesmos mostrarem relativa resisténcia a cepa™. dauzi.

O primeiro parametro estudado foi a variacdo doo pesrpéreo dos animais
pertencentes a todos 0s grupos experimentais, ntasetespecial aqueles infectados tratados
ou ndo com melatonina, concomitantemente ao efd® hormdnios gonadais. Ndo se
observou nenhuma variagéo significante de pese@si@smais durante o processo evolutivo
da infeccdo, mostrando que a administracdo de oméha@ n&o interfere no crescimento do
modelo experimental adotado (Tabela 2).

Ao se observar o resultado referente ao peso éspJéoomprovou-se a hiper-
proliferac@o celular com consequente hipertrofiaddyfio tipica da fase aguda da doenca de
Chagas (PEREIRA et al., 2002). Todos os gruposctafl®s apresentaram um aumento



significativo no peso esplénico, quando comparaatms grupos nao infectados, porém o
tratamento com melatonina aliado a orquiectomiap@rORM) reduziu esta hipertrofia em
relacdo ao outros grupos (Figura 2).

A atrofia timica € comum em infec¢des agudas, @edebserva deplecdo intensa de
linfécitos e apoptose massiva de timécitos, prialoi@nte na regido cortical do érgéo. Isso é
observado em doencgas virais, como a AIDS, doengasadas por parasitas, incluin@io
cruzi, Plasmodium chaubi, Schistosoma mansmambém algumas causadas por fungos,
como o Histoplasma capsulatuniSAVINO, 2006). Este perfil confirmou-se durarde
experimentos, onde a infeccdo levou a uma atrafiargéo, a qual, nos grupos tratados com
melatonina nao foi tdo acentuada quanto nos gm@odratados, mostrando mais uma vez a

acao benéfica da melatonina, favorecendo o organigspedeiro (Figura 3).

A reducdo no numero de parasitas sanguineos emaianorquiectomizados
confirma os dados previamente observados em espugiosiros de DO PRADO et al. (1998
e 1999) que demonstraram a acao da gonadectom@atmys callosusnachos infectados
com a cepa Y dé&. cruzicausou drastica reducao da parasitemia em condmasas animais
nao castrados. A acdo da melatonina sobre a cargaifaria frente a infeccéo pbr cruzija
foi comprovada em trabalho anterior de nosso gdepesquisa (SANTELLO et al., 2007).
No sétimo dia apés a infeccéo este efeito foi aimaéor, pelo tratamento com melatonina
associado a orquiectomia, determinando ao grupavi@Rmenor nivel parasitémico, em

relacdo a todos outros (Figura 4).

A leucocitose observada na vigéncia da administra@ melatonina durante a
evolucdo da doenca de Chagas experimental em Vdistsr j& havia sido demonstrada
anteriormente (SANTELLO et al., 2007), porém nestgo estudo, observou-se também a
influéncia dos hormdnios sexuais masculinos solinéeacéo, mostrando uma otimizacdo na

resposta do hospedeiro, quando se soma: tratamemtmiectomia (Figura 5).

O dimorfismo sexual representa um papel importaatdirecionamento e evolugéo de
distintas patogenias. As mulheres produzem respostiae celular e humoral mais vigorosa
do que os homens (BOUMAN, 2005), sendo mais regeseas infeccbes causadas por
diversos patdégenos, como por exemplbrypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei,
Leishmania mexicana Giardia lamblia apresentando porém, algumas excec¢des, como
Toxoplasma gondii e Trichomonas vaginabede os homens sdo menos suscetiveis do que
as mulheres (ROBERTS et al., 2001).



Cada vez mais, estudos cientificos comprovam aridpcia dos hormdnios sexuais
como testosterona e estrogenos no desenvolvimergguéacdo da resposta imune, atuando
diretamente sobre as células de defesa e seusdoeiacomo as citocinas. Alguns trabalhos
ja ressaltaram a importancia dos hormonios sexmaievolucdo da doenca de Chagas
(WICHMANN et al., 1996; DO PRADO et al., 1998 e 99RANGELE et al., 1999 e 2000;
BOUMAN et al., 2005; MARRIOTT & HUET-HUDSON, 2006)

Como ocorre em outras parasitoses, a infeccaoTparuzi sensibiliza diferentes
modalidades de resposta imune direcionando-as o respecifico contra o parasita. O
desenvolvimento da resposta imune € importante edaicho da carga parasitaria e €
considerado o principal ponto de defesa respong@elcontrole da fase aguda da infeccgéo.

Inimeras pesquisas fundamentadas na relacdo dsteena endocrino e imune
demonstram que enquanto a testosterona exerce iefeihossupressor (GROSSMAN, 1985;
ALEXANDER & STIMSON, 1988; OLSEN & KOVACS, 1996; NDSTROM et al., 2001),
0os estrégenos além de possuirem efeito positivaesabresposta imune especifica e
inespecifica, apresentam também propriedades fantiatorias e poderosa acao anti-
oxidante, protegendo os tecidos de danos causatimsnadicais livres (ANGELE et al., 1999
e 2000; SENER et al., 2005; MARRIOTT & HUET-HUDSQO2006).

A acao supressora da testosterona, somada ao @édbetitatamento com melatonina,
sobre células de defesa do organismo foi observagdiante os resultados obtidos na
contagem global de macrofagos peritoniais e naagemt de leucocitos totais, sugerindo que
na auséncia do hormoénio masculino, através da emtpumia, houve aumento no numero
dessas células, quando comparados aos animaigatados, intactos e sham (Figura 5 e
Tabela 3).

Estudos afirmam que a resisténcia as infeccoesadasgpor parasitas intracelulares
esta fortemente associada a ativacdo de macrééagosterior producdo de 6xido nitrico por
essas células. Apdés a apresentacdo do antigencépdas especificas, os linfocitos Th
(CD4+) e NK proliferam-se, liberando citocinas, @ IFN+y, que agirdo sobre os
macrofagos ativando-os, resultando na expressdendama Oxido nitrico sintetase e
consequente producéo de 6xido nitrico, muito effmazontrole da replicacéo do parasita (ST
PIERRE et al., 1995) (Tabela 3 e Figuras 6 e @xido nitrico é considerado um importante
mediador da atividade microbicida ndo apenas dagdafeayos, mas de outras células com
atividade fagocitica (FIERRO et al., 1999).



Os resultados obtidos neste trabalho comprovam adgsaativa, pois 0s animais
orquiectomizados tratados, que demonstraram meséisténcia a infecgdo pdr cruzi,como
observado pela da reducdo na parasitemia em relagdoanimais intactos e sham,
apresentaram forte inducdo na producéao de NO porafagos estimulados (Figuras 6 e 7).

Outro dado relevante obtido nesse experimento liof@proliferacdo de timdcitos e
esplendcitos frente ou ndo ao tratamento com mmefetosomado ou ndo aos efeitos dos
horménios gonadais. Este estudo permitiu observa @s animais tratados infectados
apresentaram valores estatisticamente significansesres na proliferacdo celular em relagcéo
aos nao tratados, durante todos os dias de expganm@ grupo orquiectomizado infectado
tratado (IORM) apresentou as maiores taxas def@ratdo. Em relacdo ao estimulo por
concanavalina observou-se aumento da blastogéeddarc seguindo o mesmo perfil dos
grupos nao estimulados. O tratamento com melatof@wareceu a proliferacdo e a
sensibilidade celular ao agente mitogér{iéiguras 8 e 9).

Inimeros trabalhos tém definido a importancia ddsmpulacdes de linfocitos CD4
e CD§ junto & imunidade celular, na infeccéo experinmeueto T. cruzi(HOFT et al., 2000,
PADILLA et al., 2007). As células T séo estimulagata IL-1 e por sinais coestimuladores a
produzir IL-2. Sob influéncia da IL-2, as célula€D4+ e CD8+ expandem-se clonalmente e
se diferenciam em células efetoras, as quais imduzeesposta contra 0 hospedeiro. Essas
células efetoras sdo ativadas por coestimuladoc#sa@nas pro-inflamatorias como IFNe
IL-12, em células efetoras Thl (incluindo linféeitd helper CD4+ e citotoxicos CD8+)
(FARIA et al., 2008).

As células CD2 sdo importantes na protecdo contra a infeccadlperuzj ja que
induzem a producéo de anticorpos liticos e produaminas como IFNs que auxiliam na
destruicdo de formas intracelulares do parasiteROETON et al., 1996). Ja as células CD8
participam na imunidade e patogénese chagasicanajmpaincipalmente nos mecanismos
envolvendo citolise e fibrose que levam a destwigd miofibra cardiaca na cardiopatia
chagéasica (CUNA & CUNA, 1995). Devido a estes fatoperfil populacional de linfocitos T
CD4'CD3" e CD3CDS8' observado nos experimentos é muito satisfat@igue ocorreu um
aumento na porcentagem destas células em todasipssgratados com melatonina, com o
grupo orquiectomizado tratado apresentando os esi@lores (Figuras 10 e 11).

Inimeros sdo os relatos na literatura de comprameto cardiaco envolvendo a
presenca de infiltrado inflamatorio, eventual des&o de fibras, bem como a presenca de
ninhos de amastigotas e elevacao no peso cardiafaneado da hipertrofia do érgéo, durante
a infeccdo chagasica em raisstar (SANTOS et al., 2005; SANTELLO, 2007; SANTOS et



al., 2007; FILIPIN et al., 2008; BRAZAO et al., M)0 Também ja foi observado que o
tratamento com melatonina € capaz de reduzir emarthm e nimero o0s ninhos de
amastigotas, além de prevenir a desorganizacadutdcie a formacdo de infiltrados
inflamatorios, no mesmo modelo experimental (SANTBLet al., 2007). Estas observacdes
podem ser somadas aos efeitos sobre as células 3'COB" descritos anteriormente,
evidenciando que os efeitos do tratamento da nmfet@ssociados a orquiectomia poderiam

agir sobre varios processos endégenos duranteeod#gimento da doenca de Chagas.

Na avaliacdo das alteracfes cardiacas dos gruposrirentais deste trabalho,
observamos que os animais infectados orquiectomézfOR) apresentaram peso cardiaco
menor em relagéo aos grupos intacto (I) e sham)(ISkEsta reducao foi mais significativa no
grupo infectado orquiectomizado tratado com melatrflORM) (Figura 1). Os mesmos
grupos mostraram diminuicdo no numero de ninhossagmas, que também eram menores
em tamanho, quando comparados aos dos animaisatdscndo submetidos cirurgia e sham
(Tabela 4 e Figuras 15, 16 e 17). Isso deve eslacionado ao menor nimero de parasitas
circulantes evidenciado anteriormente (Figura 4¢ proporcionou uma reduzida presenca de

amastigotas nos 6rgaos-alvo do hospedeiro.

ABBAS et al. (2005) descreve que apoés a infeccdapodeterminado agente, ocorre
0 processo de reconhecimento do antigeno peldaséiuno-competentes. Em seqiiéncia 0s
linfécitos B ativados migram para as diferentedgzado bacgo, além da ativacdo de células
plasmaocitarias, induzindo a producdo de anticorpssiltando na hipertrofia do 6rgao devido

a hiper-proliferacéo celular.

Os estudos sobre os efeitos imunologicos das deenfgrciosas, jA deixaram bem
evidenciado que, durante a evolucdo dessas paelogtorrem varias mudancas tanto nas
células sanguineas como nos orgaos linféides (SAVIR006). A grande maioria das
doencas causadas por agentes patologicos levadasequilibrio da resposta imune, onde um
estado de imunossupressdo normalmente se insw@layodo a proporcionar ao parasita,
condicbes de evasdo da resposta imune do hospeBedemos dizer que durante a fase
aguda das tripanossomiases, tanto africana comoicameg ocorre uma diminuicdo das
funcbes das células T-auxiliares, citotoxicas, beamo das células B (SZTEIN &
KIERZENBAUM, 1993).



As citocinas desempenham papel importante na rg@ulda resposta imune e estéo
envolvidas tanto na resisténcia quanto nos mecasisatacionados com a imunopatologia na
doenca de Chagas. O IRNtem sido considerado, por alguns autores, como citoeina
protetora, uma vez que, ao estimular macrofagass ggoduzem metabdlitos tdxicos para o
parasita. Por outro lado, IL-4, IL-10 e T(@H- sdo capazes de suprimir a ativagcdo dos
macréfagos induzida por IFi-inibindo tanto a liberacdo dos metabdlitos togigmanto a
diferenciacao das células Thl (BRODSKYN & BARRAL N&, 2000), sendo consideradas,
portanto, citocinas antiinflamatorias

A terapia com melatonina modulou a producdo daxicids avaliadas neste estudo,
principalmente quando associada a orquiectomian@vendo um aumento das citocinas que
atuam sobre a resposta Thl e controlando os rdesigitocinas antiinflamatérias durante a
fase aguda da doenca, ndo impedindo que as coag@edrdestas ultimas aumentassem com
a evolucdo da doenca, regulando o balanco Thlf@kBrecendo positivamente a resposta
imune do hospedeiro. Algumas destas acfes do eatansolado da melatonina ja haviam
sido mostradas em trabalhos anteriores (SANTELL@&.e2007; SANTELLO et al., 2008a;
SANTELLO et al., 2008b), porém a associacdo a eajamia é inédita, e mostrou que 0s
horménios masculinos realmente interferem de formegativa na resposta imune contra
parasitas.

Com relacao as citocinas envolvidas na respostacdmo TNFe, IFN-y, IL-2, IL-6
e IL-12 (Figuras 19, 20, 21, 24 e 25), o tratameatm melatonina associado a orquiectomia
levaram a um aumento em seus niveis, no inicinféagéo, alcancando seu maximo no pico
parasitémico (7° dia); niveis estes que decrescemama aproximacdo da fase cronica. O
grupo infectado orquiectomizado tratado (IORM) mmstas maiores diferencas, quando
comparado aos demais. O contrario foi observado acoen niveis de citocinas
antiinflamatoérias, como IL-4, IL-10 e TG (Figuras 18, 22 e 23), as quais séo importantes
na instalacéo da resposta Th-2 ao parasita. O®gtugiados com melatonina apresentaram
niveis menores em relacdo aos grupos nédo tratadosnte todos os dias experimentais,
porém os valores foram aumentando com a aproximatgidfase cronica. O grupo
orquiectomizado tratado com melatonina apresensomenores niveis. O efeito modulador
da melatonina sobre as citocinas IL-4, IL-10 e Tg3Ha havia sido demonstrado em estudos
prévios (SANTELLO et al., 2008b), mas a associag@&studo da relacdo com os horménios
sexuais masculinos ndao haviam sido testados, e flreoto evidente o efeito do tratamento e
a interferéncia hormonal no equilibrio do balan¢d/Th2, possibilitando uma resposta mais



efetiva e sincronizada frente ao parasita, o qae gaplicar os outros resultados satisfatorios
deste estudo.

Trabalhos pioneiros no nosso laboratério jaA comgmaw que a administracdo de uma
substancia imunoestimulatéria, como o DHEA e a toelaa, durante a fase aguda da doenca
aprimora as fungdes imunes do hospedeiro e resoitanaior resisténcia contra o parasita,
diminuindo o desequilibrio causado pela infecCBANTOS et al., 2005; CAETANO et al.,
2006; SANTOS et al., 2007; SANTELLO et al., 200RAZAO et al., 2007; SANTELLO et
al, 2008a, SANTELLO et al,, 2008b; BRAZAO et alD08). Em um destes estudos, realizado
por FILIPIN, et al. (2008), foi avaliada a interacginérgica do DHEA e da orquiectomia,
onde se constatou melhoria na resposta imune cpatesita, Nnos animais que receberam o

referido horménio e passaram pelo processo deacastr

A acdo sinérgica observada entre a orquiectomiadicéio de melatonina € um dado
inédito, comprovado pela observacéo e andlise ddsnetros analisados tais como redugéo
da parasitemia, imunoestimulacdo consequentement&¥ogando um aumento nas
concentracbes de NO, IL-2, IL-12 e numero de magus. Esta acdo sinérgica da
orquiectomia e tratamento com melatonina comprova g auséncia de testosterona foi
marcante no destino da infeccao, ficando sob anoeg&a melatonina o desencadeamento e
afinidade de todos os fendmenos imunoestimuladey@s controlaram a replicagcéo

parasitaria.

Desta maneira, por meio dos resultados obtidogqdssivel constatar que a utilizacao
do horménio melatonina, associado ou nao, a infi@édos hormoénios sexuais masculinos
durante a infeccdo experimental, forneceu persgectpara possiveis terapias efetivas no
tratamento da doenca de Chagas, comprovando a mtencdluéncia do tratamento com

melatonina no desenvolvimento da fase aguda degade

A busca por terapias eficazes no tratamento dacdadm Chagas deve ser incansavel e
incessante. Dessa maneira, os dados encontrados atémento, com a utilizacdo da
melatonina revelam seu potencial efeito imunoedéduar, minimizando as consequéncias

patolégicas que normalmente ocorrem na fase tded@oenca.



6 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem inferir algumas fagdes sobre a administracdo de

melatonina via oral a ratos Wistar infectados pelga Y deT. cruzi,associada ou ndo a acao

dos hormonios sexuais masculinos sobre a doenChalgas experimental:

O peso corporeo ndo sofreu alteragdes significgtiva

O peso cardiaco e esplénico foi maior nos grupiestados em relacdo aos grupos sem
infeccdo. Os animais infectados orquiectomizadostratados com melatonina

apresentaram menor peso;

Houve diminuicdo do peso do timo nos grupos infkmdaem relacdo aos grupos sem

infeccdo. Notou-se menor atrofia em animais ordqaraizados tratados com melatonina;

Houve diminuicdo drastica do numero de tripomasiiggsanguicolas na fase aguda da

infeccao;

Observou-se um aumento do numero de leucécitas thteante a evolucdo da doenca, na

vigéncia de orquiectomia e tratamento com melagnin

Observou-se, igualmente, um aumento no niumero @edfagos peritoniais Nos animais
infectados tratados com melatonina, onde o gruguiectomizado apresentou os valores

mais elevados;

O grupo infectado orquiectomizado tratado com maeiag, mostrou elevada

concentracdo de 6xido nitrico;

A orquiectomia e o tratamento com melatonina imdnz um aumento significante na

taxa de proliferacédo de timécitos e esplendcitos;

Utilizando-se a citometria de fluxo observou-se umaor porcentagem das populacées
de linfécitos T CD4 CD3' e de linfocitos T CDBCD3';

O exame histoldgico revelou um menor parasitisme fileras cardiacas de animais

orquiectomizados e tratados com melatonina;

As concentragdes das citocinas analisadas (BGHNFa, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10, IL-
6 e IL-12) demonstraram um efeito imunoestimuladariminando em um balancgo

positivo nas respostas Th1/Th2.

De uma maneira geral pode-se concluir que a tmpn melatonina exerceu um

papel imunomodulador sobre todos os parametrosadeal neste experimento e a



orquiectomia (auséncia de esterdide gonadais) ibanir no processo de
imunomodulagéo positiva, exercendo um papel sioérgo direcionamento da resposta
do hospedeiro no intuito de controlar ndo apenaplécacdo parasitaria, mas também os

efeitos patoldgicos deletérios da doenca de Chaxgaeximental.
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