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RESUMO

LESSA, D. F. S. Grelina: Avaliagdo da atividade imunomoduladora e
cardioprotetora na Doenca de Chagas experimental. 2019. 120 f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade
de Séao Paulo. 2019.

A Doenga de Chagas permanece ainda como grave problema de saude publica, e o
tratamento com o benzonidazol (N-benzil-2-nitroimidazol-acetamida), Unica
medicagcdo disponivel no Brasil para o tratamento tripanocida, tém demonstrado
melhores resultados nas fases iniciais do envolvimento cardiaco, ndo alterando
desfecho em pacientes com doenca cardiaca bem estabelecida. Dentre os
mecanismos mais aceitos para explicar a fisiopatologia da lesdo cardiaca, a reagao
inflamatoéria desencadeada pela presengca do parasita no tecido tém tido maior
importancia na produgdo dessas lesbes. A Grelina tém demonstrado agao
cardioprotetora e anti-inflamatéria em diversas condigdes experimentais, porém até o
presente estudo, ndo foi testada na fase cronica da Doenga de Chagas. 36 ratos
Wistars foram randomizados em 6 grupos (C: controle, CG: controle tratado com
grelina, I: infectado, IG: infectado tratado com grelina, IB: infectado tratado com
benzonidazol, IGB: infectado tratado com grelina e benzonidazol) em que o efeito da
aplicacao da grelina isolada e associada ao benzonidazol foi avaliada no curso de 150
dias de infecgao realizada intraperitonealmente com 2 x 10° formas sanguicolas da
cepa Y de T. cruzi. Paraisso, avaliamos a fun¢ao cardiaca através da ecocardiografia
antes e apos o tratamento (120 e 150 dias), biomarcadores de lesdo e congestao
(Troponina | e T, NT-pro-BNP), histopatologia e PCR cardiacos. Avaliagdo da
apoptose em esplendcitos, dosagem de citocinas pro inflamatérias e moduladoras,
analise fenotipica das populag¢des celulares de linfécitos (TCD4*, TCD8* e NK) foram
realizadas para estudo da resposta imune e possivel modulagdo com os tratamentos
utilizados. Nao foram detectadas alteragées morfoldgicas e funcionais que indicassem
lesdo cardiaca nos grupos infectados, a despeito da detecgédo do parasita no tecido
cardiaco pelo PCR. Os grupos tratados com grelina demonstraram importante
reducdo da apoptose em esplendcitos, além de reducio no percentual de células NK
e NKT.

Palavras-chave: Doenga de Chagas; Trypanosoma cruzi ; Grelina;
Imunomodulagao; Apoptose.



ABSTRACT

LESSA, D. F. S.. Ghrelin: Evaluation of immunomodulatory and cardioprotective
activity in experimental Chagas Disease. 2019. 120 f. Thesis (Doctoral). Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo. 2019.

Chagas disease remains a serious public health problem, and treatment with
benzonidazole (N-benzyl-2-nitroimidazole-acetamide), the only drug available in Brazil
for trypanocidal treatment, has shown better results in the early stages of disease, not
altering outcome in patients with well-established heart disease. Among the most
accepted mechanisms to explain the pathophysiology of cardiac injury, the
inflammatory response triggered by the presence of the parasite in the tissue has been
most important factor in the production of these lesions. Ghrelin has been shown
cardioprotective and anti-inflammatory action under various experimental conditions,
but until the present study, it has not been tested in the chronic phase of Chagas
disease. 36 Wistars rats were randomized in 6 groups (C: control, CG: ghrelin-treated
control, I: infected, IG: ghrelin-treated infected, IB: benzonidazole-treated infected,
IGB: infected ghrelin-treated and benzonidazole) and the ghrelin effects associated or
not with benznidazole was evaluated in the course of 150 days of infection, performed
intraperitoneally with 2 x 10° blood forms of T. cruzi Y strain. For this, we evaluated
cardiac function at pre and post-treatment periods by echocardiography (120 and 150
days), injury and congestion biomarkers (Troponin | and T, NT-pro-BNP),cardiac
histopathology and PCR. Assays of splenocyte apoptosis, proinflammatory and
modulating cytokine profile, phenotypic analysis of lymphocyte cell populations
(TCD4*, TCD8*, and NK) were performed to study the immune response and possible
modulation with the treatments used. No morphological and functional alterations were
detected in the infected groups, despite the detection of the parasite in cardiac tissue
by PCR. The groups treated with ghrelin showed significant reduction of apoptosis in

splenocytes, as well as reduction in the percentage of NK and NKT cells.

Key words: Chagas Disease; Trypanosoma cruzi; Ghrelin ; Immunomodulation ;
Apoptosis.



RESUMEN

LESSA, D. F. S.. Grelina: Evaluacion de la actividad inmunomoduladora y
cardioprotectora en la enfermedad de Chagas experimental. 2019. 120 f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — Universidade
de Sao Paulo. 2019.

La enfermedad de Chagas sigue siendo un grave problema de salud publica y su
tratamiento con benzonidazol (N-bencil-2-nitroimidazol-acetamida), el unico farmaco
disponible en Brasil para el tratamiento tripanocida, ha mostrado mejores resultados
en las primeras etapas de compromiso cardiaco no alterando el resultado en pacientes
con enfermedad cardiaca totalmente establecida. Entre los mecanismos mas
aceptados para explicar la fisiopatologia de la lesién cardiaca, la reaccion inflamatoria
desencadenada por la presencia del parasito en el tejido ha sido el mecanismo mas
importante en la produccién de estas lesiones. Se ha demostrado que la Grelina tiene
acciéon cardioprotectora y antiinflamatoria en diversas condiciones experimentales,
pero hasta el presente estudio, no se ha evaluado en la fase crénica de la enfermedad
de Chagas. Se aleatorizaron 36 ratas Wistars en 6 grupos (C: control, CG: control
tratado con grelina, I: infectado, I1G: infectado tratado con grelina, IB: infectado tratado
con benzonidazol, IGB: infectado tratado con grelina y benzonidazol) donde el efecto
de la aplicacién de grelina aislada y asociada a benzonidazol se evalu6é en el
transcurso de 150 dias de infeccion realizada por via intraperitoneal con 2 x 10° formas
sanguineas de la cepa Y de T. cruzi. Para esto, evaluamos la funcion cardiaca a través
de ecocardiografia previa y posterior al tratamiento (120 y 150 dias), biomarcadores
de lesion y congestion (Troponina |y T, NT-pro-BNP), histopatologia y PCR cardiacos.
Evaluacion de apoptosis de esplenocitos, dosificacion de citocinas proinflamatorias y
moduladoras, analisis fenotipica de las poblaciones de células linfocitarias (TCD4 +,
TCD8 + y NK) se realizaron para estudiar la respuesta inmune y la posible modulacion
con los tratamientos utilizados. No se detectaron alteraciones morfolégicas vy
funcionales que indicaran lesion cardiaca en los grupos infectados a pesar de la
deteccion del parasito en el tejido cardiaco por medio de PCR. Los grupos tratados
con grelina mostraron una reduccion significativa de la apoptosis en los esplenocitos,

asi como una reduccion en el porcentaje de células NK y NKT.

Palabras clave: Enfermedad de Chagas; Trypanosoma cruzi; Grelina;

Inmunomodulacion; Apoptosis.
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INTRODUCAO
1.1. Doenca de Chagas (DC)

A DC é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, descoberta e descrita
por Carlos Chagas (CHAGAS, 1909), em uma expedigdo para cidade de Lassance,
arraial de Minas Gerais, para investigagdo de um surto de malaria que estava
comprometendo os trabalhos no acampamento da Estrada de Ferro Central do Brasil.
Ao chegar no local, fora abordado pelo engenheiro responsavel que o alertou sobre
insetos que viviam em frestas das casas feitas de pau-a-pique, e que durante a noite
saiam para picar os trabalhadores, geralmente no rosto, sendo conhecido por este
motivo como “barbeiro”. Tal evento motivou extensa investigagao por Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, médico sanitarista que descreveu de maneira unica na ciéncia o
agente etiologico, principal método de transmissdo, apresentacdo clinica e
epidemiologia da DC (ANDRADE,2011). A frente das pesquisas de malaria, em um
primeiro momento Carlos Chagas encontrou no sangue de um sangui um protozoario
a que deu no nome de Trypanosoma minasense (CHAGAS, 1908).

Apos analises em intestinos dos insetos hematofagos naquela regido, Chagas
encontrou um protozoario cujas caracteristicas o fizeram pensar estar diante de um
estagio evolutivo do proprio T. minasense, recém descrito, ou de um novo parasita de
vertebrados e do homem. Sem recursos para prosseguir o estudo de modo mais
detalhado em seu laboratério num vagao de um trem, Chagas enviou barbeiros para
0 seu supervisor Oswaldo Cruz, no Instituto Manguinhos no Rio De Janeiro
(BENCHIMOL & SILVA, 2008). Carlos Chagas dedicou estudos sistematicos acerca

do protozoario em questado, pois desconfiava que poderia ser um parasita humano.
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Em abril de 1909, o médico entdo encontra a presenca de T. cruzi em uma crianga de
2 anos, com febre, chamada Berenice (CHAGAS 1909,c).

Quanto a sua origem, a Doenca de Chagas estava confinada a animais
silvestres e tratava-se de uma enzootia em que espécies como marsupiais,
quirépteros, roedores, e primatas dentre outros abrigavam o parasita. Além disso, os
triatomineos silvestres transmitiam o parasita neste meio, mantendo o ciclo (COURA,
2002).

O protozoario causador da doenca pertence ao Filo Sarcomastigophora
Ordem Kinetoplastida, género Trypanosoma. Devido ao fato deste parasita possuir
cinetoplasto volumoso e modo especifico de multiplicagdo, pesquisadores o
consideraram pertencente ao subgénero Schizotrypanum (CHAGAS 1909, NEVES et
al., 2017)

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi do tipo heteroxénico, em que o parasita
passa obrigatoriamente por uma fase de multiplicagdo intracelular no hospedeiro
vertebrado, e outra fase multiplicativa extracelular no hospedeiro invertebrado, insetos
hemipteros, hematodfagos, dos géneros Panstrongylus, Rhodnius e Triatoma
pertencentes a familia Triatomidae (COURA, 2002; JUNQUEIRA et al., 2010;
AZAMBUJA & GARCIA, 2017).

No Cone Sul, houve uma campanha macica para eliminacdo do Triatoma
infestans, principal vetor do T. cruzi no Brasil. Levando-se em consideragao que outras
espécies de triatomineos silvestres podem transmitir o parasita, € fundamental a
manutenc¢ao da vigilancia epidemiolégica constante (CEBALLOS et al., 2006)

Apds mais de um século de sua descoberta, a DC continua figurando como
relevante problema de saude publica nos paises da América Latina sendo a terceira

doencga parasitaria mais prevalente, depois da malaria e esquistossomose (LEE,
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2013). Estimam-se que aproximadamente 6 a 7 milhdes de pessoas estejam
infectadas no mundo, com a ocorréncia de 36.800 novos casos ao ano, estando a
maior parte desta populagao situada em paises latinos americanos. Nestes paises, a
doencga de Chagas mata mais que qualquer outra doenga parasitaria. Segundo dados
recentes da Organizacao Mundial de Saude, sdo 14.000 mortes/ ano. O Primeiro
Relatério da Organizagao Mundial de Saude sobre Doencas Tropicais Negligenciadas,
estimou 752 mil dias de trabalho perdidos ao ano devido as mortes causadas pela
doenca na América Latina. O gasto estimado é de 1,2 bilhdo de dodlares em
produtividade perdida (WHO, 2016).

Apesar de sua maior prevaléncia nesses paises, a imigracao legal e ilegal de
individuos infectados provenientes de regides endémicas para outros paises que até
entdo nao tinham registros da doenca, foi determinante para que aproximadamente
300.000 pessoas infectadas estejam vivendo nos Estados Unidos de acordo com
ultimo estudo epidemiolégico publicado (BERN, 2009). Outros paises como: Canada,
Espanha, Franca, Suica, ltdlia, Japdo, paises emergentes da Asia e Australia
passassem a documentar casos, levando a globalizagdo da doenga (SCHMUNIS,
2007).

De acordo com sua evolucdo a DC pode ser classificada em duas fases:
aguda e crénica. A fase aguda pode ocorrer em decorréncia da infecgao primaria ou
por reativacdo em individuos cronicamente infectados. Apds a infecgao primaria, a
fase aguda cursa com duragéao entre 6-8 semanas e seu quadro clinico se assemelha
a outras miocardites, com manifestacdes sistémicas de febre, taquicardia nao
compensatoria, esplenomegalia e edema (ANDRADE, 2011). Quando a porta de
entrada for a conjuntiva ocular, o hospedeiro pode apresentar edema palpebral

unilateral associado a aumento de volume do linfonodo satélite pré-auricular, sinal
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semioldgico conhecido como Sinal de Romafa. Esse edema inflamatério aparece em
10 a 20% dos casos agudos da doenga de Chagas, como um sinal caracteristico da
doenca e foi descrito em 1935 por Cecilio Romana,

A fase crbnica pode ser assintomatica (ou indeterminada) e sintomatica. A
fase indeterminada por durar de 10 a 30 anos, sendo que dessa populagéo, cerca de
30 a 40% poderao desenvolver sintomatologia grave associada ao sistema
cardiovascular e insuficiéncia cardiaca congestiva levando-os a morte e/ou
desenvolvimento de desordens gastrointestinais, tais como, megacolon e
megaesoéfago (BONNEY, 2014).

Assim, quatro situagcbes clinicas distintas podem ocorrer: a forma
indeterminada, forma cardiaca, forma digestiva e a forma mista, com acometimento

cardiaco e digestivo no mesmo hospedeiro.

1.2. Cardiomiopatia Chagasica Crénica

A forma cardiaca, denominada cardiomiopatia chagasica crénica (CCC), pode
afetar cerca de 20-30% dos individuos infectados, sendo essencialmente uma
miocardiopatia dilatada, em que a inflamacdo crénica mediada pelo parasita,
usualmente de baixa intensidade, mas incessante, provoca destruigdo tissular
progressiva e fibrose extensa do miocardio. Esta forma subdivide-se em: forma
cardiaca sem disfungdo ventricular e forma cardiaca com disfungédo ventricular,
destacando-se nessa classificagdo o principal marcador progndstico, a disfungao
ventricular.

Pacientes com a forma cardiaca da doenca necessitam de acompanhamento

cardiolégico periddico, assim como realizacdo de exames complementares como
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eletrocardiografia, ecocardiografia, radiografias toracicas, dosagem de biomarcadores
de lesdo cardiomiocitaria (Troponinas | e T) e de congestdo (NT-pro-BNP), para
estabelecer o diagnodstico, prognostico e melhor estratégia terapéutica para as
alteragdes cardiocirculatorias encontradas (ANDRADE et al., 2011; BASQUIERA et
al., 2003; RAHMAN & BROADLEY, 2014).

Em uma coorte composta por pacientes com fendtipo de cardiomiopatia
dilatada e insuficiéncia cardiaca congestiva, a identificacdo do agente etiologico (7.
cruzi) conferiu pior prognostico de maneira independente aos dados clinicos e
ecocardiograficos, demonstrando que pacientes com cardiomiopatia chagasica,
quando comparados a pacientes com cardiomiopatia dilatada primaria, apresentavam
pior evolugao apenas pelo componente infeccioso/inflamatério da doenga (NUNES et
al., 2010).

Uma série de mecanismos foram postuladas para explicar a deterioragao
miocardica e por consequéncia a alteracdo da funcdo cardiaca na CCC como
disautonomia cardiaca. Estudos necroscoépicos e funcionais demonstraram intensa
despopulacdo neuronal das fibras do sistema nervoso parassimpatico cardiaco,
privando esses pacientes de resposta inibitoria vagal, ajustes cronotrépicos rapidos
em situagdes adaptativas normais, como alteragcdes posturais e atividade fisica,
mediadas pelo sistema parassimpatico (KOBERLE, 1968; MARIN-NETO, 2007).
Embora essas alteragbes morfofuncionais sejam detectadas no sistema autonémico
cardiaco, sua ocorréncia e intensidade sdo variaveis, e ndo se correlacionam de
maneira estrita com o grau de disfungéo ventricular, ndo podendo assim, a conhecida
“teoria neurogénica”, explicar de forma convincente a destruicao miocardica na CCC

(ANDRADE, 2011).
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Disturbios na microcirculagao cardiaca podem estar presentes, associados a
modificagdes do tdnus e reatividade vasculares, disfuncdo endotelial e alteragdes na
atividade plaquetaria, levando a formagao de microtrombos e complicagdes de ordem
isquémica, tendo como principal causa o dano inflamatdrio diretamente relacionado
ao parasita, porém o disturbio perfusional resultante amplifica a resposta inflamatdria
(ANDRADE, 1994). Tais alteragdes podem estar relacionadas a formagao de
aneurismas ventriculares, sendo mais conhecido como aneurisma apical, ou de ponta,
do ventriculo esquerdo, situagdo potencialmente trombogénica e de alto risco para
acidente vascular encefalico (HIGUSHI, 2003). Assim como a “teoria neurogénica”, os
disturbios da microcirculagdo, mesmo que existentes, ndo ocorrem de maneira
independente na CCC, embora contribuam para exacerbar a resposta inflamatodria
adversa.

Dentre os mecanismos mais aceitos para explicar a fisiopatogenia da CCC, a
resposta imunolégica e inflamagao dependentes da presenga parasitaria no miocardio
representam os principais pilares da etiologia da doenga. Apds longa fase
assintomatica (indeterminada), caracterizada pelo equilibrio dos mecanismos
imunoldgicos modulados para uma resposta protetora (anti-inflamatéria), ha, por
motivos ainda néo elucidados, perda desse status imunoldgico “quiescente” para uma
condicdo de resposta inflamatéria intensa, necrose e fibrose teciduais progressivas. E
importante ressaltar, que caracteristicas inerentes ao hospedeiro e sua competéncia
imunoldgica, como carga parasitaria, cepa do parasita e tempo de infecgdo podem
diferenciar os individuos que evoluem a dano tecidual importante daqueles que
mantém-se com a infec¢ao e dano tecidual controlado (TALVANI, 2006; ANDRADE,

2011).
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Estudos histologicos revelaram auséncia ou paucidade parasitaria em
coragdes com extenso dano tecidual (ANDRADE & ANDRADE, 1955), porém ensaios
mais elaborados detectaram, com maior sensibilidade, a presenca de reagao
antigeno-anticorpo através de imuno-histoquimica, e DNA do parasita por PCR
(JONES et al., 1993). Tendo em vista intensa inflamag¢ao encontrada em coragdes
chagasicos associada a pequena carga parasitaria tecidual, cristaliza-se o conceito
de que este tipo de cardiomiopatia seja essencialmente um processo inflamatério-
infeccioso, sendo necessario avaliar em possiveis estratégias terapéuticas se o
tratamento tripanocida aliado ao controle da resposta imunoldgica adversa podem

modificar a histéria natural a doenca.

1.3. Imunologia da Doenc¢a de Chagas

O sistema imunoldgico tem por fungao fisioldgica primordial a defesa contra
substancias e microrganismos infecciosos. Os diversos mecanismos imunoldgicos
que combatem as infecgbes e protegem o organismo de moléculas estranhas podem
ocasionar lesdo tecidual em algum momento. A defesa contra microrganismos
acontece em duas vias distintas, em reag¢des ocasionadas pela imunidade natural ou
adquirida. Os mecanismos bioquimicos, celulares e moleculares presentes no sistema
imune funcionam em homeostase e estdo programados para protegéo contra agentes
externos e patdégenos (BURNET, 1971 ; ABBAS, 2008).

A imunidade que reage contra patégenos é constituida, essencialmente, por
barreiras fisicas e quimicas, células do sistema monofagocitario, células NK, fracbes
do sistema complemento, mediadores de inflamacao e citocinas. Essa € a primeira

linda de defesa contra infecgbes (SILVERSTEIN, 2001; JANEWAY et al., 2001). Por
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outro lado, a imunidade adquirida ou adaptativa € gerada ao longo da vida mediante
a exposicao a agentes infecciosos. Esse sistema é estimulado por meio da exposigcéao
ao microrganismo infeccioso, que, uma vez reconhecido, gera uma memodria
imunoldgica. Tal memoaria protege o organismo de futuras infecgbes por um mesmo
antigeno. Os principais componentes da resposta imunoldgica adquirida sdo os
linfocitos B, T e seus produtos (ALBERTS, 2002; ABBAS, 2008).

Na infecgéo por T. cruzi, o parasita infecta as células nucleadas do hospedeiro
por meio de um arsenal de proteinas. As principais sado as polimérficas de superficie
(glicosilfosfatidilinositol - GPls), trans-sialidases, mucinas, dentre outras, essenciais
para formagdo do vacuolo parasitéforo (DE PABLOS & OSUNA, 2012;
BARTHOLOMEU et al., 2014).

T. cruzi invade preferencialmente os macréfagos e apos varios ciclos de
duplicacdo, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineos que
infectam as células vizinhas (ANDRADE et al., 2014). A resposta imunoldgica inata
durante a fase aguda é mediada principalmente por linfocitos NK produtores de INF-
y para ativagdo dos macrofagos e consequente produgao de 6xido nitrico para a lise
parasitaria (FILTJENS et al., 2016; DA COSTA, 2017).

Uma vez que as formas tripomastigotas atingem a corrente sanguinea, o
parasita utiliza suas proteinas de superficie como calreticulina e GP160 para controlar
a contornar a lise e a opsonizagado mediadas pelo sistema complemento (NORRIS et
al., 1994; FERREIRA et al., 2004).

Estudos em camundongos monstraram, por sua vez, que a infecgao
chagasica crbnica é caracterizada pela expansao clonal de células T CD8 enquanto
a infecgdo no homem induz a uma reducéo na capacidade da resposta imune contra

antigenos de T.cruzi. Embora existam respostas imunes robustas em roedores e
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humanos, a infecgédo crénica nao pode ser eliminada pelo sistema imunoldgico. Na
infeccao crénica, o numero de parasitas é reduzido, porém linfocitos TCD8 destroem
as células que contém amastigotas, o que caracteriza a atividade citolitica dessas
células associadas as lesdes teciduais a longo prazo (DOS REIS, 2011; TARLETON,

2015).

1.4. Tratamento parasiticida

Estima-se que mais de 7,19 bilhdes de ddlares/ano sdo gastos no mundo no
tratamento de pacientes com CCC, em razdo da elevada taxa de complicagdes
clinicas da cardiomiopatia, que implicam em altos custos hospitalares e de
monitoragdo nessa populagdo (LEE, 2013). As terapias vigentes destinadas ao
parasita apresentam-se pouco eficazes em pacientes cronicamente infectados, na
contramé&o dos altos indices de cura reportados na fase aguda da infecgado (BERN,
2015).

Atualmente o benzonidazol e o nifurtimox sdo as unicas drogas disponiveis
para o tratamento da DC, sendo apenas o benzonidazol disponivel no Brasil.

O benzonidazol possui atividade anti-T. cruzi, tendo como mecanismo de agao
a inibicdo direta da sintese de DNA do parasita, atuando principalmente nas formas
extracelulares, ou seja, a tripomastigota (MAYA et al., 2007). Esse medicamento é
indicado especialmente em casos agudos em que a infecgdo tenha ocorrido por
transmissao natural, transfusdo sanguinea ou acidental e doenga imunossupressora
(NAGAJYOTHI et al., 2012). E consenso que todos os pacientes que manifestem a

forma aguda da doencga, seja por primoinfec¢ao ou reagudizagao da infecgao crénica,
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devam receber tratamento parasiticida, exceto gestantes, pelo conhecido potencial
teratogénico da droga (ANDRADE et al., 2011).

A terapia com benzonidazol pode apresentar complicacdes relacionadas a
sua tolerancia em uma parcela de pacientes que apresentam efeitos colaterais como:
dermatite alérgica (29-50%); parestesia (0-30%), neuropatia periférica (0-30%),
anorexia e perda de peso (5-40%), nausea e vomitos (0-5%), leucopenia e
trombocitopenia (<1%) levando a interrupgao precoce do tratamento em 7 a 20% dos
casos onde a droga é utilizada (BERN, 2015).

Em estudo prospectivo, multicéntrico (5 paises da América Latina),
randomizado, placebo controlado, duplo-cego, chamado BENEFIT, avaliou-se em
uma populacdo de 2854 pacientes com CCC, se a terapia com o benzonidazol
modificaria o tempo até os seguintes desfechos primarios: morte, reanimagao por
parada cardiorrespiratéria, colocacdo de marcapasso ou cardiodesfibrilador
implantavel, taquicardia ventricular sustentada, novo episodio de insuficiéncia
cardiaca aguda, acidente vascular encefalico e tromboembolismo sistémico/pulmonar.
Ndo houve diferenga com significAncia estatistica entre os pacientes do grupo
benzonidazol e placebo em relagao ao tempo até o desfecho primario estabelecido. O
estudo concluiu que apesar da terapia com benzonidazol reduzir a detecgao
parasitaria pelo método molecular utilizado (PCR), ndo houve redugao na deterioragéao
clinica nos 5 anos de segmento analisados, indicando que em pacientes com CCC, o
tratamento tripanocida, de forma isolada, ndo modificou o curso natural e
complicagbes da doenga (MORILLO et al., 2015).

A despeito dos sélidos resultados e metodologia empregada no estudo
BENEFIT, os resultados expressaram o comportamento da doencga de em diferentes

paises, com cepas diferentes de T. cruzi, logo podendo conferir heterogeneidade
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geografica sobre a resposta terapéutica. Analisando de forma isolada os resultados
deste estudo no Brasil, foi visto forte tendéncia em reducdo do desfecho primario
(baseado em morbidade e mortalidade), e na analise post-hoc, houve menor taxa de
hospitalizagdes em pacientes tratados com benzonidazol (RASSI et al., 2017).

Em recente coorte com 1813 pacientes acompanhados por um periodo de 2
anos, composta por dois grupos, um tratado com benzonidazol e outro nao tratado, foi
demonstrado significativa redu¢do de morte por doenga cardiaca e dos marcadores
de agravamento da doenga de base (alteracdes eletrocardiograficas, elevagao do NT-
pro-BNP e positividade no PCR) nos pacientes que receberam o benzonidazol. Vale
ressaltar que, ao contrario do estudo BENEFIT, a terapia foi iniciada de maneira mais
precoce em relagcdo aos critérios de: média de idade dos individuos e critérios de
gravidade clinica. Tais resultados ajudam a elucidar o atual panorama de incerteza
sobre os beneficios da terapia com benzonidazol na fase cronica, especialmente nas

fases mais precoces da doenga (CARDOSO et al., 2018).

1.5. Grelina

A grelina é um peptideo constituido de 28 aminoacidos o qual foi isolado do
estdbmago de ratos e humanos sendo identificado no ano de 1999 por um grupo de
cientistas japoneses (KOJIMA et al., 1999). E produzida em maior quantidade na
camada submucosa do estdmago, nas células oxinticas enddcrinas (X/A) situadas em
adjacéncia aos capilares e sem contato com o lumen estomacal (KORBONITS et al.,
2004). Em adigao, pequenas quantidades de grelina também s&o produzidas em

outros orgaos, tais como: coragao, pulmao, rins, pancreas, placenta, tecido linfatico,
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tiredide, glandula pituitaria, hipotalamo, alguns tecidos neoplasicos e linhagens de
células cancerigenas (ZHANG et al., 2010).

Atua como um ligante enddgeno para o receptor secretagogo do hormdnio de
crescimento (GHS-R) (CAO et al., 2013). O GHS-R € um receptor acoplado a uma
proteina-G que se liga a grelina para estimular a liberagao do horménio do crescimento
(GH). No sistema cardiovascular, existem dois subtipos de GHS-R expressos, 0 GHS-
R tipo 1a e GHS-R tipo 1, no entanto a forma funcional é representada pelo GHS-R
tipo 1a, sendo encontrada em outros 6érgaos como: sistema linfoide, pancreas, trato
reprodutivo e sistema nervoso central (SMITH et al., 2001; GRANATA et al., 2011). O
miocardio constitui uma importante fonte de grelina (IGLESIAS et al., 2004), e a
expressdo de GHS-R1a em cardiomiocitos sugere a existéncia de mecanismo
autocrino/paracrino da grelina no coracao (BEIRAS-FERNANDEZ et al., 2010).

Uma série de estudos vém demonstrando a atividade cardioprotetora da
grelina. Os efeitos positivos associados a grelina s&o: reducéo da presséo arterial
(diminuicdo de pos-carga); efeito inotrépico positivo; prote¢cado endotelial; aumento do
metabolismo energético do miocardio; regulacédo de aterosclerose; prevengao de
lesdes por isquemia/reperfusdo e melhora no prognostico de infarto do miocardio
(CHANG et al., 2004; NAGAYA et al., 2001; LEDDEROSE, 2011). Também é relatada
reducdo da inflamagao cardiaca e endotelial através das respectivas inibicdes da
producdo de citocinas pré-inflamatérias, da ligagdo de células mononucleares e
inibicdo da ativacdo do fator-kappa B nuclear (NF-kB) em células endoteliais;
supressao dos niveis de TNF-a e IL-6 miocardicas (CAO et al., 2013).

ZHANG et al. (2009) demonstraram o efeito da grelina na inibicao do estresse
do reticulo endoplasmatico (ERS) em coragdes de ratos com isquemia cardiaca

induzida. Foi demonstrado nesse estudo que ratos com lesdo cardiaca isquémica,
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tratados com grelina, apresentaram melhora do quadro através da reducao do ERS e
caspase-12, conferindo atividade antiapoptética, sugerindo a capacidade dos
cardiomiocitos de sobreviverem a forte estresse.

CAO et al. (2013) investigaram os efeitos da grelina na resposta inflamatoria
€ na injuria cardiaca induzida por CPB (cardiopulmoray bypass). Estes pesquisadores
encontraram evidéncias de que a grelina inibia a resposta inflamatdria local e
sistémica nestes animais. O estudo mostrou que os niveis séricos e miocardicos das
citocinas IL-6 e TNF-a encontravam-se elevados nos animais com injuria miocardica,
e o tratamento com grelina diminuiu significantemente os niveis destas citocinas pro-
inflamatérias.

SHATI & DALLAK (2019) demonstraram importante atividade antiapoptética
da grelina por meio da redugao da ativacao extrinseca via Fas/FasL na lesao cardiaca,
em ratos, induzida por doxorrubicina, agente quimioterapico amplamente utilizado em
protocolos para o cancer de mama, com elevados indices de cardiotoxicidade.

No tocante a sua atividade anti-inflamatodria, desde sua descoberta, uma série
de estudos utilizando a grelina em situagdes experimentais pro-inflamatérias como:
sepse por pungao cecal, injegcéo intraperitoneal, intratraqueal e endovenosa de LPS;
nefrectomia; ligadura de colédoco, isquemia miocardica, entre outros, demonstraram
que a administracdo exogena da grelina reduziu a quantificagdo de citocinas pré-
inflamatdrias. Destacam-se, nesses estudos, dentre os principais mecanismos anti-
inflamatorios atribuidos a grelina, a inibicdo do fator NFkB e ativagdo do sistema
nervoso parassimpatico (LI et al., 2004; GONZALEZ-REY et al., 2006; DEBOER et al.,
2008; CHORNY et al., 2008; ISERI et al., 2008).

Tendo em vista a atividade cardioprotetora e anti-inflamatdria extensamente

comprovadas da grelina, auséncia de estudos na fase cronica da doenga de Chagas
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e crescente demanda por novas terapias que visem n&o apenas o controle parasitario,
mas também supressao da resposta imune adversa e dano tecidual irreversivel, o
propésito deste trabalho foi avaliar se a aplicagdo exdgena de grelina, isolada e
associada com o benzonidazol, modifica a resposta imune, perfil apoptético e fungao

cardiaca na fase crénica da doenga de Chagas experimental.
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