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RESUMO

KUEHN, C. C. Anadlise in vitro e in vivo da acdo conjunta dos hormoénios
Dehidroepiandrosterona (DHEA) e Melatonina (MEL) co ntra Trypanosoma
cruzi. 2009. Dissertagédo. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo

Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto

Estudos prévios mostram que tanto a melatonina (MEL) como a
Dehidroepiandrosterona (DHEA) aumentaram a resposta imune contra distintos
parasitas. O presente estudo investigou a atividade in vitro da MEL e DHEA
associados em um periodo de 24 horas e in vivo durante o curso da infeccéo
por T. cruzi. A atividade in vitro da MEL e DHEA sozinhos, bem como juntos
foram testados sobre formas tripomastigotas (doses variando de 0.5, 8, 20, 32,
40 to 128 pM). In vitro, tanto MEL como DHEA sozinhos ndo mostraram
gualquer atividade contras formas tripomastigotas, embora quando utilizadas
em concentracdes mais elevadas, a associagcdo de MEL e DHEA mostrou-se
ativa contra formas tripomastigotas do parasita. Entretanto, para estas altas
concentracgdes, verificou-se alta toxicidade sobre os macrofagos peritoneais.
Para avaliacdo in vivo, ratos machos Wistar foram infectados com a cepa Y de
T. cruzi. Os animais foram oralmente tratados com 5 mg/kg peso corporeo /dia
de MEL e de forma subcutanea com 40mg/kg peso corpoéreo/dia de DHEA.
Tratamento com MEL, DHEA e associado mostrou uma reducéo significante no
namero de tripomastigotas sanguineos durante a fase aguda da infecgéo
quando comparado aos animais nao trados (P<0.05). Um significante aumento

no namero de macréfagos e concentracdo de Oxido nitrico (NO) foram



observados durante o pico da parasitemia apenas com MEL ou combinado com
DHEA. Entretanto, observou-se que o DHEA sozinho aumentou a concentracéo
de NO (P<0.05), bem como os niveis de TNF-a durante a infeccdo (P<0.05).
Estes resultados mostram que a MEL, DHEA ou a associa¢gdo de ambos reduz
a parasitemia durante a fase aguda de infecgdo. A acdo combinada de ambos
os horménios ndo exerceu uma acgéo sinérgica sobre a magnitude da resposta
imune do hospedeiro, ficando o DHEA como a substancia que induziu a

resposta imune mais eficiente.

Palavra chave: Trypanosoma cruzi, Melatonina, Dehidroepiandrosterona



ABSTRACT

KUEHN, C. C. Evaluation in vitro and in vivo of the combined action of the
hormones Dehydroepiandrosterone (DHEA) and Melatoni n (MEL) against
Trypanosoma cruzi. 2009. Dissertacdo. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto

Previous studies show that melatonin (MEL) and
dehydroepiandrosterone (DHEA) enhances the immune response against
parasitic pathogens. The present study investigated the in vitro activity of MEL
and DHEA association in a period of 24 hours and in vivo during the course of
T. cruzi infection. The in vitro activity of MEL and DHEA alone, as well as
together, were tested for the trypomastigote forms (doses ranging from 0.5, 8,
20, 32, 40 to 128 uM). In vitro, nor MEL nor DHEA alone did not show any
activity against trypomastigote forms, although when the highest concentration
of MEL and DHEA association was used, it was active against the
trypomastigote forms of the parasite. However, for this concentration, a quite
toxicity on peritoneal macrophages was observed. For in vivo evaluation, male
Wistar rats were infected with the Y strain of T. cruzi. They were orally treated
with 5mg/kg body weight/day of MEL and subcutaneously with 40mg/kg body
weight/day of DHEA. Treatment with MEL, DHEA and the association showed a
significant reduction in the number of blood trypomastigotes during the acute
phase of infection as compared to untreated animals (P<0.05). A significant
increase in the number of macrophages and nitric oxide (NO) concentrations
were observed during the peak of parasitemia with MEL alone or combined with

DHEA. However, with DHEA alone, the highest concentration of NO was



observed (P<0.05). Moreover, DHEA treatment increased TNF-alpha levels
during infection (P<0.05). These results show that MEL, DHEA or the
association of both reduces parasitemia during the acute phase of infection.
The combined action of both hormones did not exert a synergic action on the
host’'s ability to fight infection, and it seems that among all treatments DHEA
induces a more efficient immune response.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Melatonin, Dehydroepiandrosterone
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas

Em 1909, Carlos Chagas, médico e entdo pesquisador assistente do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC), descobriu em Lassance, interior de Minas Gerais,
uma nova doenca humana, a tripanossomiase americana também denominada
doenca de Chagas. Foi a primeira vez na historia da medicina que um mesmo
pesquisador identificava o vetor (o inseto Triatoma infestans conhecido como
"barbeiro"), o agente etiologico (o protozoario Trypanosoma cruzi) e a doenga
causada por esse parasito (KROPF e FERREIRA 2000).

T. cruzi é um protozodario flagelado da ordem Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae, caracterizado pela existéncia de um unico flagelo e de
cinetoplasto, uma organela contendo DNA localizada na mitocondria. Suas
formas evolutivas sdo os tripomastigotas metaciclicos (forma infectante para o
homem), epimastigotas (formas de multiplicagdo no vetor e em culturas),
tripomastigotas sanguicolas e amastigotas (multiplicam-se dentro das células
do hospedeiro) MORAES (1971).

A transmissao da doenga pode ocorrer por diversas maneiras, como por
meio de vetores (CHAGAS, 1909), transfusdo de sangue (PELLEGRINO,
1949), congénita, transplante de érgaos (SHIKANAI-YASSUDA et al., 1990),
via digestiva (MEDINA — LOPES, 1980), secrecdes (DEANE et al.,, 1979) e
acidente laboratorial (REICHE e JANKEVICIUS, 1997).

A entrada do parasito na célula hospedeira, e a alta capacidade de T.

cruzi evadirem-se da resposta imune por meio de seu mecanismo de escape



do fagossoma e permanéncia no citoplasma, altera os eventos bioquimicos da
célula, interferindo na sua fisiologia bem como no alvo de acdo das drogas
utilizadas. Alguns autores sugerem que a suscetibilidade e/ou resisténcia ao
parasita estd associada a resposta humoral especifica, em particular pela
capacidade de determinadas linhagens de camundongos produzirem
anticorpos liticos capazes de destruir o parasita com o auxilio do sistema

complemento, de facilitar a fagocitose e de favorecer a citotoxicidade mediada

por células (LIMA-MARTINS et al., 1985).

1.2 Mecanismos de invasao celular por  T. cruzi

As formas tripomastigotas emergem de infeccbes celulares, que
posteriormente ganham o sistema circulatério e disseminam-se por diversos
orgaos e tecidos. Seguindo-se da fase aguda, o parasito infecta multiplas
células e tecidos, sendo sua proliferacdo controlada pela resposta imune do
hospedeiro (COURA et al., 2002).

Segundo estudos, tanto as formas tripomastigotas metaciclicas como as
formas epimastigotas, invadem a corrente sangliinea no momento da
contaminagdo, no entanto a forma epimastigota ndo infecta as células, devido
ao fato de néo induzir a sinalizacao de liberacdo de Ca2+ (TARDIEUX et al.,
1994).

O processo de invasdao de macrofagos e células néo fagociticas é
bastante complexo, envolvendo mecanismos ativos e passivos tanto por parte
do parasito quanto pelas células alvo, aliados a componentes da membrana de

ambos (BURLEIGH e ANDREWS, 1995).



A invasédo de células de mamiferos por T. cruzi tem sido exaustivamente
estudada in vitro atraves do uso de tipomastigotas metaciclicos e
tripomastigotas. Diferentes isolados de T. cruzi e uma variedade de tipos
celulares, principalmente aquelas que exercem funcdo fagocitaria tem sido
usadas. A penetragcdo e interiorizagdo celular nos hospedeiros envolvem
multiplos fatores, os quais através de uma série de eventos intracelulares
levam a mobilizacdo de célcio (Ca+) no interior das células, propiciando assim
a infeccdo (DOCAMPO et al., 1996; YOSHIDA 2003). A acao de
tripomastigotas a receptores é restrita ao dominio da superficie celular
(SCHENKMAN et al.,, 1991). Para invadir as células de mamiferos, os
tripomastigotas metaciclicos e tripomastigotas sanguicolas provocam o
envolvimento de distintas moléculas celulares do hospedeiro (NEIRA et al.,
2003). Componentes de membrana celulares compostos de glicoproteina gp85
para tripomastigotas e gp 82 para tripomastigotas metaciclicos, tém sido
demonstrados que servem de ligacdo extracelular da célula com os parasitas
(OQUAISSI et al., 1986; GIORDANO et al., 1994). Através destas glicoproteinas
iniciam - se diferentes propriedades ligantes, ativando uma cascata de Ca2+
(COLLI e ALVES 1999).

ApoOs a invasdao de macrofagos, T. cruzi inicia uma série de interacdes
moleculares que mobilizam a resposta imune inata do hospedeiro (REED,
1995; ALIBERTI et al.,, 1999). Desta forma o0s macréfagos secretam
interleucinas, que ativam as células Natural Killer (NK) a produzirem o
interferon gama (INF-y) (ALIBERTI et al., 1996). Estes agem sobre os
macréfagos, ativando-os para atividades antiparasitarias (GAZZINELI, et al.,

1992).



1.3 Imunologia da Doenga de Chagas

O papel dos macréfagos, na primeira linha de defesa do organismo
contra patégenos intracelulares, ja esta bem estabelecido (TALIAFERRO e
PIzZZl, 1955). Os macrofagos e as células T desempenham uma funcgéo
importante no controle da infeccdo chagésica (NATHAN et al., 1979). Mesmo
exercendo um papel crucial na funcéo efetora no controle da resposta imune do
hospedeiro, os macréfagos representam provavelmente, uma das primeiras
células envolvidas na infeccdo chagésica, sendo capazes de abrigar o parasita
e permitir sua multiplicagao.

O mais importante sinal para a ativacdo dos macréfagos é o IFN-y, que
tem sido considerado como uma importante citocina para a destruicdo de T.
cruzi (PLATA et al.,1984; MURRAY et al., 1985). Isso ocorre porque T. cruzi
inicia sua interacdo molecular em macrofagos, induzindo a producéo de IL-12,
que além de estimular a proliferacdo de linfocitos T, ativa as células NK a
produzirem IFN-y, cuja funcdo € acionar os macrofagos para a atividade
antiparasitaria (TRINCHIERI et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2000).

O controle da fase aguda da infec¢do esté relacionado com a resposta
celular, onde as células T exercem um efeito antiparasitario precoce e anterior

a producdo de anticorpos (TRISCHMANN, 1984).



1.4 Dehidroepiandrosterona (DHEA)

O DHEA ¢ sintetizado pelas células da zona reticular da adrenal, a partir
de moléculas de colesterol, mais especificamente pela 17-hidroxipregnenolona
e a 17-hidroxiprogesterona. O DHEA pode estar conjugado ao sulfato por uma
enzima especifica. As formas livres e sulfatadas de DHEA s&o os principais
androgenos produzidos pela adrenal, embora pequenas quantidades de
androstenediona sejam formadas e ainda menores quantidades de
testosterona sao formadas. DHEA possui reduzida atividade androgénica, mas
pode ser convertido em testosterona nos tecidos periféricos (NGUYEN et al.,
2008).

Participa do metabolismo da formacg&o dos hormoénios femininos estrona,
estriol e estradiol, assim como do horménio masculino, a testosterona. Este
esterdide produzido também nas gbnadas, mas, principalmente, pelas
glandulas adrenais, além de ser precursor da testosterona e do estradiol,
exerce importantes agoes fisioldgicas no organismo humano (BAULIEU 1996).

DHEA exibe uma variacdo diurna da sua secrecdo, menor em
individuos mais velhos do que em jovens (LORIA et al., 1998). A dissociagéo
entre a secre¢cdo de DHEA e cortisol & observada apos administracédo de ACTH
em individuos velhos e jovens, sendo que o primeiro grupo apresenta uma
secrecdo de DHEA muito menor que o segundo (OHASHI et al., 1986). DHEA-
S também é secretado em resposta ao ACTH, porém em menor propor¢ao que
o DHEA.

Como ocorre em outras parasitoses, a infeccédo por T. cruzi desencadeia

a mobilizacdo do sistema imune, importante na reducdo da carga parasitaria,



mas, por outro lado, pode contribuir para o aparecimento das manifestacdes

cronicas (SANTOS et al., 2005).

1.5 Melatonina (MEL)

Sintetizada a partir do triptofano, envolve varias enzimas e compostos
indol. A etapa limitante para a sintese de melatonina é a atividade das enzimas
N-acetiltransferase e a hidroxindol-orto-metiltransferase (HIOMT). Supfe-se
que cerca de 25% da secre¢cdo de melatonina seja de origem extra-pineal,
sendo impreciso o local de sua producéo ectopica (LEWY, 1983). A melatonina
também pode ser encontrada na retina e nas hemacias. (CARDINALLI e
ROSNER, 1971)

A producdo de melatonina € maior durante a noite, sendo sua
concentracdo, no interior da pineal, inversa a de seu precursor, a serotonina.
Durante o dia, os niveis de melatonina sdo mais baixos, comegam a aumentar
no inicio da noite e alcangam seu pico maximo ao redor de meia-noite, caindo a
seguir independente do estado de vigilia (REICHLIN, 1992). Embora, no
homem, haja um aumento acentuado dos niveis de melatonina durante o
periodo noturno (JIMERSON et al.,, 1977). WETTERBUR et al.,, (1976)
observaram que a melatonina é secretada durante todo o dia, marcadamente
em periodos de vigilia e na presenca de luz.

Os efeitos exercidos pela melatonina sobre os parametros imunes séo
distintos, e dependem de varios fatores, como: dose, via de aplicacdo, espécie,
sexo, idade, estacdo do ano, ritmo circadiano da resposta celular e humoral,

condi¢Oes de estresse e etc. (SKWARLO, 2002).



Outros trabalhos relatam a ac&o deste hormoénio na producdo de IL-2,
IFN-a, IL-6 e IL-12 em culturas de células mononucleares humanas. Como o
aumento da producado de IL-6 esta relacionado com a ativacdo de mondcitos
pela melatonina, o hormoénio age nas células linféides humanas, causando uma
resposta do tipo Th-1, a qual estd também associada ao aumento da producao

de IL-12 (GARCIA-MAURINO et al., 1999).

1.6 Macroéfagos e sua interacdo com Dehidroepiandrostero na (DHEA) e

Melatonina (MEL)

Macrofagos residentes no tecido podem ser chamados de macréfagos
fixos e, aqueles que se apresentam subsequentemente a um estimulo exégeno
e migram para sitios particulares, como a cavidade peritoneal, s&o
denominados macréfagos livres. Estes nomes tém sido substituidos por
macrofagos residentes e macréfagos ativados, respectivamente (GARTNER et
al. 1997).

Macrofagos ativados sdo um pouco maiores que 0s ndo ativados
principalmente devido ao aumento de volume citoplasmatico. Tém sua
atividade metabdlica, motilidade e atividade fagocitica rapidamente aumentada
sendo muito mais eficiente em destruir bactérias e outros patdégenos (ERWIG et
al., 1998).

A variabilidade de estimulos que pode ativar macrofagos é muito grande:
contato direto com microorganismos ou particulas inertes, como
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos e produtos do proprio tecido danificado.

A ativacdo pode também ser induzida por certas citocinas, que sao secretadas



por linfécitos que estejam ao redor. Estes estimulos fazem com que
modifiguem algumas de suas propriedades como: crescimento, diferenciacéo,
ativacdo, migracéo, endocitose e secre¢ao (GORDON et al., 1988).

A invasao de diversos tipos celulares, em especial de macrofagos, por T.
cruzi inicia uma série de interacbes moleculares que mobilizam a resposta
imune inata do hospedeiro (REED, 1995; ALIBERT et al., 1996).

Os macrofagos desempenham importante funcdo contra a infecgdo por
T. cruzi via peroxidase, 0xido nitrico e producédo de peroxinitrito, demonstrando
acao efetiva contra as formas tripomastigotas (THOMSON et al., 1999).

Embora uma das mais simples moléculas biolégicas na natureza, o
oxido nitrico esta envolvido em diversos processos fisiolégicos no homem, que
incluem neurotransmissdo, controle de pressdo sanguinea, coagulacdo do
sangue e participagdo na capacidade do sistema imunoldgico de destruir
células tumorais (FELDMAN et al., 1993). Considerado também como uma
importante molécula efetiva contra patdégenos intracelulares como T. cruzi
(GAZINELLI et al., 1992).

Diversos quadros patoldgicos como problemas cardiovasculares,
neuronais, inflamatérios e infecciosos podem estar envolvidos com altos ou
baixos niveis de 6xido nitrico no organismo (QUEIROZ et al., 1999).

O oxido nitrico é biossintetizado através da oxidag¢do da L- arginina que
€ catalisada pela enzima NO sintetase (NOS). Essa enzima responsavel pela
sintese de 6xido nitrico é constituida de duas isoformas: as constitutivas que
estdo presentes nos endotélios vasculares, no cérebro e sistema nervoso, as

quais sdo dependentes de Ca®" e um co-fator adicional a calmodulina. A
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induzida é ativada por mecanismos externos, que no caso € o estimulo
imunolégico (NATHAN, 1992).

A forma indutiva e as formas constitutivas da enzima NO sintetase
diferem ndo apenas pela maneira as quais elas sao ativadas, mas também pela
quantidade de sintese que a forma induzida produz em relagdo a constitutiva
(LANCASTER et al., 1992).

O oOxido nitrico (NO) uma vez produzido resultante das formas
constitutivas ou induzidas reagem rapidamente com outros radicais livres
importantes como o superoxido (O2) resultando na formacao de peroxinitrito (°
OONO), podendo em grandes concentragfes se tornar oxidativo as células.
Possui vida média de aproximadamente 1 segundo e ap0s este periodo o NO
se decompde espontaneamente a nitrato (NO3) (FUKUTO et al., 1996).

Recursos terapéuticos hormonais vém ganhando espac¢o no campo das
pesquisas como € o caso do Dehidroepiandrosterona (DHEA) devido a sua
acdo imunomoduladora na ativacao das fungdes das células T (SOMEKH et al.,
2000), aumento da citotoxicidade em células Natural Killer através de IGF-I
(insuline like growth factor) (SOLERTE et al.,, 1999) e modulagdo de um
importante fator de lise parasitaria, o éxido nitrico (MANABE et al., 1999).

O NO em associagdo com o DHEA vem sendo investigado por diversos
pesquisadores na tentativa de se descobrir qual a verdadeira relacdo na
modulacdo deste metabdlito. Alguns trabalhos relatados na literatura
demonstram uma acéo potencializadora do horménio em tecidos endoteliais.
Como é o caso descrito por TOMMASO et al.,, (2003.), que observou um

aumento significativo do NO nestes tecidos.
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A relagdo NO tanto em células endoteliais como macroféagicas, ainda
permanece com muitas controversias (DENIS, 1994).

Diversos estudos tém relatado que mondcitos e/ou macréfagos
produzem NO através da inducdo do NO sintetase (ESSERY et al., 1994).
Entretanto MCLANCHLAN (1996) realizou pesquisas avaliando a producdo em
macréfagos tratados com DHEA, demonstrando que este hormdnio causa
diminuicdo na sintese deste metabdlito. Estes dados corroboram com os
achados de BENES e OERTEL 1971, observando que o DHEA inibiu a
producéo de superoxido nestas células, induzindo também a inibicdo do 6-GPD
que induz a NADPH, componente indispensavel na producdo de NO (MARKS
et al., 1960; MOHAN et al.,, 1993). A este respeito os dados encontrados na
literatura sdo conflitantes, principalmente quando se relaciona as infeccdes
acometidas por protozoarios.

Na tentativa de desvendar esta relacdo de NO, DHEA e infecgéo por
protozoario, SANTOS et al., (2005) avaliou a liberacdo de NO em macréfagos
infectados com T. cruzi in vivo, observando que este horménio estimula a sua
sintese em células de ratos infectados na fase aguda da doenca.

Para que ocorra a conversdo do DHEA ativo nos macrofagos ou nos
tecidos, a enzima DHEA-S (sulfatase) se torna necessaria, fazendo com que
sua concentracdo se eleve no sangue humano, mais do que qualquer outro
esterdide (NELSON et. al. 1983; RUOFF et al. 1991).

Os macrofagos representam unicamente 0s que contem maior
quantidade ativa significante de DHEA-S sulfatase. Até 0 momento ndo se sabe
sobre o mecanismo de atividade de controle enzimatico que metaboliza o

esteroide, particularmente nos macrofagos (DAYNES et al., 1990).



11

A ativagdo de macrofagos por interleucinas estimula a conversdo de
DHEA-S sulfatase em DHEA e que o mesmo é controlado pelas citocinas
produzidas, tais como TNF-a e IL-6, podendo alterar a funcdo de varios
esteroides incluindo o metabolismo de DHEA-S para DHEA, sendo desta forma
um mecanismo de regulacédo enddgena do horménio (JON et al., 1993).

A producao endogena das interleucinas, especialmente IL-6 in vitro e in
vivo depende da relacdo entre os niveis de DHEA administrados. Entretanto os
efeitos podem depender do tipo de cultura utilizada nas pesquisas in vitro ou a
guantidade adicionada de DHEA nos experimentos (STRAUB et al., 1998; LIU
et al., 2005).

Estudos vém sendo realizados em células mononucleares do sangue
periférico de varios pacientes, estimulados com LPS e tratados com DHEA,
observando uma alta capacidade de liberacao de IL-6 e TNF-a (FRANTZ et al.,
2005).

Recentes trabalhos sugeriram controvérsias aos resultados
anteriormente mencionados, na qual diferentes concentragdes de DHEA foram
colocadas em contato com células macroféagicas caninas pré - estimuladas com
LPS, induzindo a producéo de IL-6 e TNF-a. Os resultados demonstraram que
o DHEA nas concentracfes até 10uM incubados por 14 horas portou-se como
um inibidor de IL-6 e TNF-a. Entretanto na concentracdo de 20uM houve um
subito aumento destas citocinas, potencializando a reacdo imunoldgica,
concluindo que o estimulo varia de acordo com a concentracdo de DHEA
utilizado (SUN — KWON et al., 2006).

Outro hormonio imuno-estimulador que vém sendo vastamente utilizado

em diversas pesquisas € a melatonina devido ser um componente biologico
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muito relevante. Secretado pela glandula pienal (REITER et al., 1991), retina,
rim e trato digestivo (JAWOREK et al., 2005) na qual ttm um essencial controle
da funcéo fisiologica associada com o ritmo corpéreo circadiano e sazonal. A
melatonina pode ser detectada também na medula 6ssea e em macrofagos
(CONTI et al., 2000; CONSTANTINO et al., 1998).

A possivel acdo de oxidacdo da melatonina influencia diretamente os
macréfagos, com a producdo de citocinas, 6xido nitrico e migracdo celular
(REITER et al., 1999; LOPES et al., 1997; KELLY et al., 1984).

Interessante que algumas investigacoes relatam que a melatonina
poderia diminuir a ativagdo do sistema imune devido a baixa regulagédo de
expressao, incluindo éxido nitrico sintetase (iNOS) (CRESPO et al., 1999).

O NO causa a formagéo de oxigénio enddgeno reativo (ROS) incluindo
peroxido de hidrogénio, peroxinitrito e outros potenciais oxidantes que séo
requeridos na morte de patdogenos sobre macréfagos, como € o caso de T.
cruzi. Entretanto uma producdo exacerbada de NO e seus derivados
metabdlitos tem sido implicado em processos patologicos, como:
neurodegeneracdo (MINAGAR et al., 2002), cancer e aceleracado de apoptose
(XU et al., 2002).

A melatonina vem sendo utilizada como um efetivo antioxidante contra
a acdo dos derivados do NO, produzidos em excesso (ALEGRAL et al., 2003).
Essa diminuicdo da concentracdo de NO e seus derivados oxidantes em
macréfagos, se da devido a modulacdo do INOS via NF-kB realizada pela
melatonina. Desta forma o hormoénio poderia ser uma terapéutica potencial na

geracdo destes mediadores, sendo efetivos no tratamento de doencas que
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hiper-ativem os macrofagos infectados (SEHN et al., 2004), como no caso da
infeccdo por T.cruzi em sua fase aguda.

Essa modulacdo que a melatonina exerce sobre macrofagos também
pode induzir a uma liberacdo de interleucinas (MAESTRONI et al., 1995;
WALDHAUSER et al., 1993), tais como IL-1, TNF-a (MORREY et al. 1994,
PIOLI et al., 1993), GM-CSF, IL-4 (MAESTRONI et al., 1994), IL-2 e IL-5 in
vivo e in vitro (LISSONI et al., 1994 ). Atuando em receptores de células alvos,
na qual tém sido descritos em varios tecidos da espécie humana (PANG et al.,
1992) como: célula T (KONAKCHIEVA et al., 1995), linfocitos TH2 da medula
0ssea, plaquetas, neutréfilos e granulécitos humanos (LOPES-GONZALEZ et
al., 1993). Estes receptores de melatonina sao encontrados na membrana
plasmatica, no citoplasma, mitocéndrias e membrana nuclear. (PERSENGIEV
et al., 1992; COHEN et al., 1978).

Tanto os macrofagos como os neutrofilos fazem parte de um
importante componente do sistema imune inato, e a acdo estimulatoria da
melatonina reflete em um significante mecanismo imuno-protetor. A melatonina
in vivo restaura a diminuicéo total da soma de leucécitos da medula 6ssea e do
sangue periférico, aumentando consigo a producédo de IL-12, IL-6, IFN-gama,
TNF-alfa, consequentemente realizando uma estimulacdo de células T helper
(GARCIA-MAURINO et al., 1999; GARCIA-MAURINO et al., 1997).

O uso da melatonina, entretanto, apresenta certas controvérsias.
Alguns pesquisadores afirmam que o horménio reduz a produgéo de citocinas
pré-inflamatérias, devido suprimir a expressao regulatéria do NF-kB em
macréfagos ativados por LPS (MAESTRONI 1996) como também inibe a

liberacdo de iNO nestas células (GILAD 1998).
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Trabalhos in vivo e in vitro vem sendo realizados com o intuito de se
desvendar qual a verdadeira relagcdo entre o sistema imune e a melatonina.
MARC et al., (1998) determinou a ativacdo de receptores de melatonina em
cultura de mondcitos humanos ativados e estimulados por trés dias,
observando niveis elevados de receptores e aumento de citocinas. De acordo
com o autor a quantidade de receptores de melatonina é expressa em fungao
do tempo de maturacdo dos monécitos ou quando se faz presente um estimulo
exégeno como no caso o LPS (JANSON et al., 1990).

VASUDEVA et al.,, 2000 relataram que elevadas concentracbes de
melatonina induziram uma liberacdo de TNF-alfa e NO em células
macrofagicas pré-estimuladas. Entretanto frente a baixas concentracdes deste
hormoénio, observou-se uma diminuicdo da secrecdo de TNF-alfa sem afetar a
liberacdo de NO, sugerindo que a melatonina pode se comportar como um
antagonista, dependendo de suas concentracdes utilizadas.

Pouco ou quase nada se sabe sobre o possivel efeito imunomodulador
da melatonina in vitro na resposta imune em doencas parasitarias como no
caso da doenca de Chagas.

Em virtude das inUmeras controvérsias sobre o possivel efeito imuno
modulatério da melatonina sobre a producdo de interleucinas e éxido nitrico
tanto em estudos in vitro como in vivo, temos muito a investigar sobre as reais
acOes destes hormonios (ALEGRAL et al., 2003; VASUDEVA et al., 2000).

Alguns trabalhos ja vém sendo realizados avaliando a acdo sinérgica
destes dois hormonios citados neste trabalho, como é o caso da associa¢édo do
DHEA e MEL na infecgcdo murina por retrovirus, prevenindo a redugdo de

células B e T estimulando a sinteses de interleucinas (ZHANG et al., 1999) e
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também a acdo muatua dos dois hormdnios sobre o Bacillus antrax, diminuindo
sua acdao citolitica em células macrofagicas tratadas com os horménios (SHIN
et al., 1999).

Os dois Unicos trabalhos publicados relacionando o tratamento
separado com DHEA e MEL na doenca de Chagas in vivo até 0 momento sé&o
das pesquisadoras DOS SANTOS et al., (2005) e SANTELLO et al., (2007),
ndo havendo nada na literatura que se trate da acdo mutua destes dois
horménios tanto in vitro como in vivo em relacdo a T. cruzi. Tornando este
trabalho realmente inédito e de importancia no que se refere as novas

terapéuticas no combate a doenca de Chagas.
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2.0 OBJETIVOS

. Analisar as atividades bioldgicas dos hormonios Melatonina (MEL) e
Dehidroepiandrosterona (DHEA) conjugados, em sistemas in vitro:

- toxicidade da droga frente a células macrofagicas J774;

- verificacdo da porcentagem de lise parasitaria;

- sintese de Oxido Nitrico.
. AplOs se ter estabelecido uma concentracdo adequada in vitro
modulando a sintese de NO, lise parasitaria e citotoxicidade. Avaliamos in
vivo qual horménio tem uma acdo mais efetiva sobre a doengca em uma
concentracdo pré — estabelecida junto a administracdo da MEL, DHEA e
MEL+DHEA conjugados, com 0s seguintes parametros:

- quantificacdo de parasitas sanguineos durante a fase aguda da

infeccédo experimental por Trypanosoma cruzi;

- contagem de macrofagos;

- producao de NO;

- TNF-q;

- pesagem dos Orgaos: coracao.
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3.0 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista os efeitos imunomodulatérios jA& comprovados por
diversos pesquisadores e pelo nosso grupo de pesquisa, no sentido de conter a
replicacdo parasitaria durante a infeccdo experimental por T. cruzi, esperamos
que a MEL e o DHEA promova uma acdo mutua e sinérgica da resposta imune,
levando a um maior controle da replicacdo parasitaria. Desta maneira, a
pesquisa focaliza-se em analisar in vitro a dosagem que melhor promova a lise
parasitaria, menor citotoxicidade celular, melhor modulacio de Oxido Nitrico
em vista de seus efeitos deletérios as células em altas concentracdes. Uma vez
encontrada a melhor concentragdo a ser administrada in vitro, iniciaremos 0s
ensaios in vivo, administrando DHEA, MEL e MEL + DHEA conjugados,
esperando uma queda na carga parasitaria, aumento de células macrofagicas,
modulacdo do NO, controle no peso dos érgaos devido a uma diminuicdo dos
efeitos inflamatérios provocados pelo parasita e quantificagdo das interleucinas
do tipo TNF-a. Para que desta maneira possamos saber qual o melhor
hormoénio a ser utilizado em experimento animal e qual sua concentragao mais

adequada frente a doenca de Chagas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Parasitas

Utilizamos a cepa Y de T. cruzi isolada por SILVA e NUSSENZWEIG
(1953), através do xenodiagndstico realizado em uma paciente na fase aguda
da infeccdo chagasica. Desde entdo, vém sendo mantida em camundongos
Swiss ndo isogénicos, através de repiques semanais de sangue infectado.

Ressaltamos que o estudo da cepa Y ja esta bem padronizado em
diferentes modelos experimentais inclusive em ratos, ndo variando muito de
hospedeiro para hospedeiro. Em ratos, o padrdo da curva parasitémica se
mantém semelhante aos dos roedores de menor porte, com pico compreendido
entre 12 e 14 dias, onde entdo, os parasitos desaparecerdo da circulacéo

iniciando-se a fase cronica (ANDRADE et al., 1970; ANDRADE et al., 1974).

4.2 Dehidroepiandrosterona (DHEA)

Utilizamos o horménio Dehidroiepiadrosterona (Sigma - Aldrich) em que
as solucdes estoques foram preparadas pela dissolucdo das substancias em
100% de dimetilsufoxido (DMSO), de modo a obter uma concentracao final de
20nM. Aliquotas desta solucdo estoque foram adicionadas ao meio, obtendo

concentragoes finais de: 0.5, 8.0, 20.0, 32.0, 40.0 e 128uM.
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4.3 Melatonina (MEL)

Utilizamos o hormonio Melatonina (Sigma - Aldrich) em que as solucdes
estoques foram preparadas pela dissolugdo da substancia em 100% de
dimetilsuféxido (DMSO), de modo a obter uma concentracdo final de 20nM.
Aliguotas desta solucdo estoque foram adicionadas ao meio, obtendo

concentracoes finais de: 0.5, 8.0, 20.0, 32.0, 40.0 e 128uM.

4.4 Ensaios bioldgicos in vitro

4.4.1 Avaliacdo biologica in vitro, sobre formas tripomastigotas

(cepa Y) obtidas de cultura de células

As formas tripomastigotas foram cultivadas em células LLCMK2 em
meio RPMI 1640 suplementado com 2nM de L-glutamina, 10nM de NaHCO3,
100/mL de penicilina, 100pg/mL de estreptomicina e 5% de soro bovino fetal
inativado, em garrafas de cultura a 37°C em ambiente a 5% de CO2, com
umidade de 95%. As formas tripomastigotas do sobrenadante da cultura foram
removidas. Em uma microplaca de 96 pocos, os parasitas foram acertados
para (2.5X10° parasitas/poco) e contados em camera de Neubauer. A cada
poco adicionamos 200uL da suspensao de parasitas juntamente com a adi¢céo
das drogas a qual foi incubada a 37°C em ambiente a 5% de CO2, com
umidade de 95% por 24 horas. Cada concentragao foi analisada em triplicata. A
viabilidade dos tripomastigotas foram checadas utilizando-se 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium brometo (MTT-ACROS Organics)
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método colorimétrico, o qual se baseia na interacdo do sal tetrazolium com
mitocondrias ativas, produzindo o composto formazan. Apds incubagdo dos
parasitas com MTT, adicionamos isopropanol acido (100uL de HCL 0,04N em
isopropanol) para lisar as células e solubilizar os cristais. A amostra foi lida no
leitor de microplaca Sunrise - Tecan, em filtro de 570 nm e referéncia 630 nm,
com valores processados pelo programa Magelan 3. A soma de producao de
cor foi proporcional ao numero de parasitas viaveis. O resultado foi expresso

com a concentracao de inibicdo de crescimento dos parasitas por 50% (ICsp).

4.4.2 Macrofagos J774 utilizados para ensaios  in vitro

Células J774 foram cultivadas em meio RPMI suplementados com 5%
de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab), 25 Ul/mL penicilina, 25 pg/mL
estreptomicina e 10 pg/mL ciporfloxacina. Foi adicionado a quantidade de
(5X10°cel/poco) em placas de 96 pocos. As placas foram incubadas por 24
horas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37T p ara sua subsequente

adesao.

4.4.3 Contagem de Macréfagos J774

Utilizou-se a solucao de Turk para a coloracao das células macrofagicas

J774 na diluicdol1/100, realizando-se em seguida a contagem manual pela

camara de Neubauer para obtencado do numero total de células.
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4.4.4 Avaliagéo biolégica in vitro, da toxicidade do DHEA / MEL em

macrofagos J774.

A toxicidade das drogas foram avaliadas sobre macrofagos J774,
contados em camera de Neubauer (LabTek Ltd) e ajustado na concentracdo de
5 x 10° cél./poco em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 5% de soro
bovino fetal (Cultilab), 25 UlI/mL penicilina, 25 pg/mL estreptomicina e 10 pg/mL
ciporfloxacina. Os macréfagos foram plagueados contendo DHEA e MEL nas
seguintes concentracdes: 0.5, 8, 20, 32, 40 e 128uM. Apds incubacdo dos
macrofagos com MTT, adiciona-se isopropanol acido (100uL de HCL 0,04N em
isopropanol) para lisar as células e solubilizar os cristais. A amostra foi lida no
leitor de microplaca Sunrise - Tecan, em filtro de 570 nm e referéncia 630 nm,
com valores processados pelo programa Magelan 3. A soma de producao de
cor foi proporcional ao numero de células viaveis. Os resultados foram
expressos com a concentracdo de inibicdo de viabilidade celular por 50%

(1Cs0).

4.5 Viabilidade pelo Azul de Tripan

Apés um periodo de 24 horas de incubagdo dos macréfagos J774 (5 x
10° cél./poco) juntamente com os hormdnios, adicionamos 50uL da suspenséo
de célula com igual volume de azul de tripan a 0,4%, sendo o fator de diluigcdo
igual a 2. A seguir pipetou-se 15uL da suspenséo de azul de tripan em camera
de Neubauer. As células viaveis, que excluiram este corante, possuem um

aspecto translicido e as células mortas apresentam coloracdo arroxeada. A
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proporcao entre o numero de células viaveis e o total (vivas e mortas) fornecera

uma porcentagem da viabilidade celular, a qual deve ser superior a 90%.

CV (%)= 100 X (NC/NC+C)

Onde: CV = células viaveis, NC = células nao coradas, C = células coradas pelo Azul

de trypan. A viabilidade dos controles foi normalizada para 100%.

4.6 Ensaio bioldgico in vivo

4.6.1 Animais utilizados

Utilizou-se ratos machos da linhagem Wistar (n=60), jovens, pesando
entre 90 e 100 gramas, provenientes de uma col6nia mantida da Universidade
de Sado Paulo, Campus de Ribeirdo Preto. Esses animais foram ambientados
no biotério da FCFRP-USP, sendo mantidos a uma temperatura ambiente de
23+2°C, em ciclo claro e escuro 12/12 horas, com acesso livre a agua e racao.
CEUA (n° 08.1.658.53.6). Para cada dia de experimento, séo utilizados 5
animais por grupo, visto que uma diferenca no nuamero de amostra pode

influenciar nos resultados do experimento (SOGAYAR et al., 1993).

4.6.2 Suplementacdo com DHEA e MEL

O tratamento do primeiro grupo infectado iniciou 48 horas ap6s a

infeccdo. Os animais infectados foram diariamente e oralmente tratados com

0.1 mL de MEL (Sigma Chemical Co. MO, USA) na dose de 10mg/Kg por peso
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corporio, dissolvido e diluido em agua e polietileno glicol 1:1.

O tratamento do segundo grupo com DHEA foi administrado
subcutaneamente na dose de 40mg/Kg peso corporeo uma vez ao dia sobre o
periodo do experimento. Os ratos foram tratados com 0.1 mL de DHEA (Sigma
Chemical Co. MO, USA) sendo dissolvido em etanos absoluto e polietileno
glicol 1:1.

O tratamento do terceiro grupo com MEL+DHEA conjugados foi
administrado oralmente na dose de 10mg/Kg de MEL e 40mg/Kg de DHEA com
uma resultado final de 50 mg/kg dos horménios conjugados. Sendo esta

concentracéo final igual a 20uM nos ensaios realizados in vitro.

4.6.3 Grupos experimentais para ensaios  in vivo

Os animais foram divididos e identificados como:

Machos: Grupo Controle

Controle — Machos sem suplementacdo de DHEA e MEL néo infectados (n=5)

Macho: Grupo Infectado

MEL — Machos com suplementacdo de MEL infectados pela cepa Y de T. cruzi
(n=5)

DHEA — Machos com suplementacdo de DHEA infectados pela cepa Y de T.
cruzi (n=5)

MEL+DHEA - Machos com suplementacdo de DHEA e MEL infectados pela

cepa Y de T. cruzi (n=5)
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4.6.4 Dias de experimento

Os experimentos foram realizados em dias pré-determinados: 7°, 14° e
21° dias ap0Os o indculo infectante. Estes dias foram escolhidos baseados na
curva parasitémica, onde o pico de parasitemia ocorre entre 12° e o 14° dia,
apOs o in6culo das formas tripomastigotas da cepa Y. Para cada dia de
experimento, foram utilizados 5 animais por grupo, para todos 0s grupos, visto
que, uma diferenca no numero de amostra poderia influenciar nos resultados
do experimento (SOGAYAR et al.,, 1993). Como os experimentos foram
realizados em 3 dias pré-determinados, 7°, 14° e 21° dias, o0 nimero de animais
por dia de experimento foi de 20 totalizando 60 animais nos 3 dias de

experimento.

4.6.5 Morte dos animais

Os animais foram mortos por decapitagdo apoOs anestesia com
Tribomoetanol 2,5 mg/kg, para evitar que outras manipulacées pudessem
ocasionar estresse e desta maneira alterar a resposta imunolégica do animal

(CALDEIRA e FRANCI, 2000).

4.6.6 Coleta de Sangue

Apds a morte dos animais, foram coletado cerca de 2,0ml de sangue em

tubos Falcon de 15ml contendo 200ul de Heparina Sédica (1ml: 5.000U.1.-

ORGANON TEKNIKA), obteve-se o0 plasma para a determinacdo da
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parasitemia dos ratos infectados. Nas dosagens imunoldgicas o sangue foi
coletado em frascos sem anticoagulante para a obtencdo do soro em um

volume de 2,0ml de sangue.

4.6.7 Curva parasitémica

Decorrido os dias de ambientacdo, os animais do Grupo Infectado foram
inoculados intraperitonealmente com 1X10° tripomastigotas sangiiicolas.
Utilizou-se uma alta carga parasitaria (100.000 formas sangticolas da cepa Y),
de modo a provocar uma resposta mais intensa, no que diz respeito as lesdes
tissulares e parasitemia, de modo a proporcionar uma melhor visualizagéo das
variacdes patologicas produzidas pelo alto numero de parasitas e desta
maneira relatar as alteragbes ocorridas mediante a suplementa¢do associada
com e MEL, DHEA e MEL+DHEA.

A contagem dos parasitas foi feita pelo método de BRENER, (1962),
gue constitui em colocar uma aliquota de 5ul de sangue infectado em uma
lamina de microscoépio, cobrindo-a com laminula 22 X 22mm. Determinou-se o
namero de parasitas em 50 campos microscopicos, selecionados em varias
areas do preparado. O numero encontrado é multiplicado por um fator,
calculado para cada microscopio e objetiva que leva em consideracdo o
namero de campos microscopicos existentes na area da laminula. Os dados
obtidos foram graficamente e estatisticamente avaliados a fim de compararmos

as possiveis diferencas de comportamento entre os diferentes grupos

experimentais.
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4.6.8 Contagem de Macrofagos

Imediatamente apds a morte dos animais, injetou-se 10ml de meio RPMI
estéril, processou-se massagem abdominal suave por 30 segundos e em
seguida retirou-se o liquido peritoneal. Utilizou-se a solucdo de Turk para a
coloragdo das células macrofagicas do lavado peritoneal dos ratos, realizando-
se em seguida a contagem manual pela camara de Neubauer para obtencé&o

do numero total de células.

4.6.9 Quantificacdo de Oxido Nitrico

Os ensaios de producdo de Oxido nitrico foram realizados através de
células do lavado peritoneal. Os ratos tiveram a cavidade peritoneal lavada
com 10ml de RPMI, centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm a 4°C e seu
sobrenadante desprezado. O *“pellet” ressuspendido com 1ml de RPMI
contendo 10% de soro bovino fetal e antibiotico. Desta suspenséo, retiramos
uma aliquota de 10l que foi diluida em Turk e azul de Tripan, para a contagem
e viabilidade celular. Depois de contadas, as concentracdes foram acertadas
para 5 x 10° cel/ml; 100pl desta suspensédo foram distribuida em placa de 96
pocos, adicionando, 10 pg/ml poco de LPS e levado a estufa contendo 5% de
CO; durante 24 horas a 37°C. ApGs este periodo, submete-se a placa a
centrifugacdo de 1500 rpm durante 4 minutos. Recolhe-se 100uL do
sobrenadante e transfere — se para outra placa de 96 poc¢os. Em seguida,
adiciona-se igual volume de reagente de Griess, permitindo a revelacado da

reacdo por meio de leitor de microplacas, utilizando filtro de 540nm. A curva
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padrao de 200uM a 6uM foi realizada utilizando NO3 com diluicdo seriada na
base 2 (TERENZI et al., 1995). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor

de microplaca.

4.6.8 Dosagem da citocina TNF- a

Placas de 96 pocos de fundo chato serdo sensibilizadas com 100uL de
anticorpo de captura purificado especifico para a interleucina, conforme
sugerido pelo Kit (R&D systems) incubar as placas “overnight” (16-20 horas de
incubacéo) a temperatura ambiente. Realizar processo de lavagem de placas
(1L PBS + 0,5mL Tween 20) e bloqueio com tampéao de diluicdo (10g BSA + 1L
PBS) e incubacdo. Reconstituir o recombinante padrdo para realizagcdo da
curva. Adicionar amostras de soro e curvas padrao por poco e incubar por 2
horas a temperatura ambiente. Preparar anticorpo de deteccdo (18ug/mL).
Lavagem e aplicacdo de anticorpo de deteccdo, incubacgédo, lavagem e
aplicacéo de estreptoavidina diluida (1:200) e incubacao, lavagem e adicdo de
substrato (15mL TMB (Tetramethylbenzidine) + 15 mL H202) nos pocgos,
incubacéo protegida da luz, adicdo de solucdo de parada H2SO4 por poco,

homogeneizar e realizar leitura a um comprimento de onda 450nm.
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4.6.9 Pesagem do coragao

Os 6rgaos foram imediatamente retirados apds a decapitacdo e pesados

em balanca eletronica Mettler em todos os dias de experimento.

4.7 Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos resultados deste trabalho, assim como para
0os célculos matematicos envolvidos nos estudos, foram utilizados diversos
programas para computador do tipo IBM-PC, visando o processamento dos
dados experimentais. Utilizamos o teste One-Way ANOVA, complementado
pela andlise de Turkey e Dunnett para a determinacdo dos niveis de
significancia da atividade das substancias nos ensaios in vitro e para a
correlacdo dos ensaios in vivo. Para a determinacdo de ICsy foi utilizado o

método de curva dose-resposta sigmoidal.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo in vitro da citotoxicidade dos horménios DHEA e MEL

sobre macrofagos J774

As andlises dos resultados obtidos indicam que DHEA e MEL
apresentaram uma acao ligeiramente citotoxica sobre macrofagos J774,
demonstrando valores de ICso de 50.42uM e 79.24uM com uma porcentagem
de lise celular de aproximadamente 68% para o DHEA e 50.6% para MEL na
maior concentracao (Tabela 1 / Figura 1-A).

Os dados encontrados assemelham-se aos achados de SUN-KWON K.
et al., 2006, que ndo observou citotoxicidade sobre os macréfagos com DHEA
nas concentracdes utilizadas até 20uM por 14 horas.

Os testes realizados em nossos laboratoérios nos levaram a comprovar
que os macréfagos sdo viaveis ndo s6 por 14 horas mais sim por 24h em
concentracbes até 40uM, nao atingindo 50% de lise celular até esta
concentracao.

Em 1998, MARC e colaboradores descreveram a expressao de
receptores de melatonina em macrofagos humanos, relatando a afinidade
destas células nas suas expressdes e a baixa acao citotoxica apresentada pelo
horménio utilizado em pequenas concentragdes, em um periodo de 72 horas.
Comparando — se aos resultados de MARC et al., 1998 observamos em nossos
experimentos, que concentracdes acima de 40uM de melatonina afetam as
células em 24 horas. Isso nos leva a supor que a relacdo horménio e morte

celular esta ligada diretamente a concentracdo utilizada e ao tempo de
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exposicao.

Sabendo-se dos limiares citotoxicos do DHEA e MEL utilizados
distintamente, prosseguimos para outra fase de nossas analises. Avaliando a
lise celular dos hormdnios em uma acgao sinérgica.

Os resultados estatisticos de ICso 51.39uM dos horménios DHEA/MEL
agindo mutuamente, demonstraram valores mais baixos em relacdo aos
hormoénios utilizados separadamente. Estabelecendo-se uma concentracao de
seguranca a ser utilizada in vivo de 20uM, com um melhor comportamento em
termos de tolerancia citotdxica, sem risco de apoptose celular acima de 50%
(Tabela 1/ Figura 1-B).

Com o valor de ICsp mais baixo, observamos uma diminuicdo da lise
celular frente a sua acdo mutua dos hormdnios. Através destas analises
encontramos uma concentracao ideal para uma futura terapia in vivo.

Os resultados de viabilidade celular pelo azul de tripan mostraram-se com
97% de viabilidade, a qual se estabelece um bom percentual de macréfagos

viaveis.
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Tabela 1: Efeitos citotoxicos in vitro de diferentes concentracdes de DHEA e MEL e

acdo muatua dos hormdnios, frente a cultura de células (5x10° cél./ pogo), determinado

por ensaio colorimétrico.

% lise + SD X Concentragéo ( pM) ICso
Substancia (UM)
0,5 8 20 32 40 128
16.384+
0,922+ 30.159+ 39.631+ 46.851+ 68.510+
DHEA 0.000 15'87;158 6.572 15.444 0.532 10.333 50.42
0% 1.336x 22,538+ 38.567+ 48.006t 50.608+
MEL " 1643 1549 5254 5002 1541 1403 %%
12.821
DHEA/MEL N 25.000+ 26.090+ 34.231+ 47.372+ 72.500% 51.39
= 10.176 7.562 6.355 5.745 0.838
6.754
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Figura 1: A) Curva dose-resposta do hormdénio DHEA e MEL na lise de macréfagos

J774 no ensaio in vitro, com plotagem da curva ICs,. B) Agdo mutua in vitro dos

horménios DHEA/MEL representados na curva dose-resposta, estipulando o valor de

ICso sobre macrofagos J774.
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5.2 Contagem global de macrofagos peritoneais in vivo em ratos

Wistar

A contagem global de macrofagos peritoneais de ratos Wistar machos
tratados com DHEA, MEL e MEL+DHEA em associacdo apresentaram
aumento estatisticamente significativo no niumero de macrofagos peritoneais

em relacdo aos grupos nao tratados (P<0.05) (Figura 2).

I CONTROL
E MEL

I DHEA

== MEL+DHEA

200000+ #

150000+

100000+

50000+

Peritoneal Macrophages fmm}

Day of experiment

Fi
gura 2: Contagem global de macrofagos peritoneais em ratos Wistar machos
infectados com 100.000 formas tripomastigotas sanglicolas da cepa Y de
Trypanosoma cruzi com ou sem tratamento de DHEA, MEL e DHEA/MEL durante 21

dias de experimento.

CONTROL vs MEL: 14 days (P <0.05)
CONTROL vs DHEA: 14 days (P < 0.06%)
CONTROL vs MEL+DHEA: 14 days (P < 0.01)

MEL vs DHEA: 14 days (P < 0.001)

DHEA vs MEL+DHEA: 14 days (P < 0.004).

Devido ao fato dos macrofagos serem os primeiros elementos efetores

em apresentar antigenos de superficie para as células efetoras, o aumento
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destes esta de acordo com o esperado nos animais infectados e tratados.

DOS SANTOS et al., 2005 e SANTELLO et al.,, 2007 analisando ratos
infectados com T. cruzi, e tratados com DHEA e MEL separadamente,
observaram um aumento no numero de macrofagos, sugerindo um efeito
modulador e paralelamente uma diminuicdo parasitaria sanglinea durante a
infecgao experimental.

Em decorréncia dos resultados alcangcados por estas pesquisadoras,
nossa linha de pesquisa teve como objetivos avaliar a acdo conjunta destes
dois hormoénios, na capacidade do hospedeiro combater a infeccdo aguda
causada por T. cruzi através de sua primeira linha de defesa, os macréfagos.

O DHEA se manteve estatisticamente mais relevante na producdo de
macréfagos peritoneais em relacdo a MEL ou MEL+DHEA conjugadas na fase
aguda da infeccdo. Este resultado demonstra hipoteticamente que o DHEA
promoveu um processo de modulagcdo da resposta imune no organismo do
hospedeiro, mobilizando as células a sintetizar diversas interleucinas tais como
IL-12 e TNF- a, provocando uma modulagédo migratoria celular de defesa, como
por exemplo os linfocitos auxiliares e ativando sitios promotores, que
potencializam uma agao oxidativa sobre o parasita resultando na diminui¢do da
morbidade e mortalidade da fase aguda da doenca (DRESSER et al., 1973).

Entre as modulac¢des imunolégicas que os horménios desencadeiam o
TNF-qa, IL-12 e INF-y destacam-se por serem efetivos em induzir macréfagos a
potencializar sua proliferacdo e inibir diversos protozoarios intracelulares,
incluindo Leishmaniose e Toxoplasmose (MURRAY et al., 1983; MCCABE et
al., 1984). A morte de T. cruzi por macréfagos correlaciona-se com a atividade

oxidativa que o INF-y potencializa. Estes resultados demonstram que o0s
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horménios MEL, MEL+DHEA e principalmente o DHEA comportam-se como
verdadeiros moduladores imunolégicos em diversos niveis, induzindo uma
proliferacdo significativa destas células na tentativa de diminuir a replicacédo

parasitaria durante a fase aguda da doenca.

5.3 Avaliacdo in vitro dos hormdnios DHEA e MEL sobre as formas

tripomastigotas (cepa Y) de T. cruzi

Na tentativa de avaliar os efeitos imunolégicos decorrentes da infeccao
da cepa Y em macrofagos, optamos também em estudar a acdo da lise
parasitaria frente aos horménios DHEA, MEL e MEL+DHEA nas concentracdes
de (0.5, 8.0, 20.0, 32.0, 40.0 e 128uM).

Em nossos experimentos utilizamos formas tripomastigotas da cepa Y
de T. cruzi, avaliando primeiro a acdo das duas drogas separadamente em
seguida mutuamente.

Os resultados obtidos demonstraram nao haver lise nas concentracoes
utilizadas com o horménio DHEA sobre as formas tripomastigotas, com valor
ICs0 de 1064uM analisados pelo programa Prisma 4.

O mesmo se confere sobre a acao parasiticida do hormoénio MEL,
havendo pouca porcentagem de lise, sendo a concentragédo de 128uM a que
melhor teve acdo com 29.8%, estabelecendo valor ICso de 5136uM, analisados.
(Tabela 2 / Figura 3-A)

Nos resultados anteriormente obtidos, observamos que o parasita se
manteve viavel nas mais altas concentracbes de DHEA e MEL. Entretanto,

guando conjugado os dois horménios, a porcentagem de lise parasitaria foi
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significativa nas mesmas concentracdes utilizadas anteriormente. Obtendo

72% de lise na concentracdo de 128uM com valor ICso de 45.25uM (Tabela 2 /

(Figura 3-B).

Tabela 2: Atividade tripanossomicida in vitro, de diferentes concentragdes de DHEA e

MEL e acdo muatua dos hormdnios frente as formas tripomastigotas da cepa Y de

Trypanosoma cruzi, determinado por ensaio colorimétrico.

% lise + SD X Concentracdo ( puM) 1Cso
Substancia (UM)
0,5 8 20 32 40 128
4179+ 12.218+ 16.252+ 20.358+ 23.780+ 29.198+
DHEA 3621 3008 2963 2300 1340 20205 1064
VEL 9oa6: IS 18261+ 20198r 22.426: 20838+ ..
2.608 ' 2.102 1.220 0.897 1.363
13.007 27.115+ 44551+ 44.850+ T72.756%
DHEAIMEL 5047 25128% “g50g 7.283 6.554 0777 A2
10.180
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Figura 3: A) Curva dose-resposta do horménio DHEA e MEL na lise parasitaria no

ensaio in vitro, com plotagem de curva ICs. B) A¢do mutua in vitro dos horménios

DHEA/MEL representados na curva dose-resposta, estipulando o valor de 1Cs, sobre

tripomastigotas.
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MARTINEZ-DIAZ et al., (2000) relata a importancia de se avaliar novas
substancias com potencial tripanossomicida utilizando-se como modelo
experimental, ensaios in vitro.

Os estudos com DHEA e MEL s&o novos quando se trata de doenga
de Chagas in vitro. Pouco ou quase nada se tem relatado na literatura a
respeito destes horménios exercendo uma agao separada ou sinérgica.

Entretanto, pesquisas vém sendo realizadas com outras patologias
envolvendo protozoarios, como € o caso do Plasmodium falciparum da
Malaria, avaliando a acdo parasiticida in vitro do horménio DHEA e seus
percussores 16-a-bromoepiandrosterona, sendo observada uma acéo eficaz
contra formas resistentes a cloroquina (FREILICH et al., 2000).

CARRERO et al.,, 2005 relatou que o uso de DHEA em diversas
concentracbes chegou a inibir a proliferacdo, aderéncia, mobilidade e até
mesmo lisou os trofozoitos de Entaboeba histolytica em experimentos
realizados in vitro.

O DHEA entre suas inumeras funcdes também vem sendo estudada in
vivo em infec¢bes por Crypitosporidium parvum, aumentando células Be T e
imunoglobulinas 1IgG de CD4 e CD8 (RASMUSSEN et al., 1995). Como
também em ratos infectados experimentalmente pelo retrovirus (HIV), tratados
com o hormdnio DHEA, e sendo observada uma diminui¢cdo da carga viral e
aumento exponencial de citocinas Thl (CHRISTEFF et al., 1999).

Com relagdo a Melatonina, ndo ha nada na literatura que se trate
sobre sua ac¢dao in vitro contra o T. cruzi. Somente a estudos que avaliam seu
efeito nas formas invasivas do protozoario Plasmodium falciparum, analisando

a estimulacdo do horménio na via de calcio que vem a potencializar seu
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processo de invaséao celular (BERALDO et al., 2007).

Sabendo-se dos efeitos imuno-moduladores destas drogas, algumas
pesquisas ja vém sendo realizadas associando-os a uma possivel acao
sinérgica contra alguns patégenos como € o caso do Bacillo antrax e o
retrovirus (ZHANG et al., 1999; SHIN et al., 1999).

S&o poucos os trabalhos que relacionam in vitro a acdo mutua destes
dois horménios, principalmente relacionados a parasitoses, quando mais se
tratando de T. cruzi. Frente a escassez de resultados comprovando a real
acado sinérgica dos hormonios na lise deste parasita, encontramos em nossos
ensaios in vitro uma concentracdo de 20uM, com uma acdo parasiticida
relevante sobre formas tripomastigotas tratados com MEL+DHEA conjugado e
ndo citotoxico a macréfagos como ja visto anteriormente na tabela 1. Estes
resultados s@o extremamente importantes, quando se pretende prosseguir

aos experimentos in vivo.

5.4 Avaliagdo in vivo dos hormonios DHEA e MEL na parasitemia

de ratos Wistar macho.

Como descrito anteriormente, a associacdo de DHEA e MEL na
concentracdo de 20uM proporcionaram uma acdo parasiticida satisfatoria e
nao citotoxica nas células de defesa primaria, contra T. cruzi in vitro.

Na analise dos resultados in vivo ratos Wistar machos foram tratados
com 50mg/Kg/dia de DHEA e MEL que corresponde a uma concentragao de
20uM in vitro e 40mg/Kg de DHEA e 10mg/Kg de MEL. Na analise in vivo da

parasitemia dos animais tratados com DHEA, MEL e MEL+DHEA observou-se
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uma reducdo no numero de parasitas estatisticamente significante P<0.001
quando tratados com DHEA em relacdo aos outros hormoénios no 14° dia

apos o inéculo infectante (Figura 4).

I CONTROL
800000
. MEL
DHEA
600000
== MEL+DHEA

400000+

200000+

Parasites/ml blood

0-

21
Day of experiment

Figura 4: Evolucdo da parasitemia em ratos Wistar machos infectados com 100.000
formas tripomastigotas sangiicolas da cepa Y de T. cruzi com e sem tratamento de
DHEA, MEL e MEL+DHEA durante o 7°, 14° e 21° dias de experimento. Grupo
CONTROLE (Somente Infectado), DHEA (Tratado e Infectado), MEL (Tratado e
Infectado) e MEL+DHEA (Tratado e Infectado). Para todos os grupos utilizamos n =5.
*P<0.05.

CONTROL vs MEL: 14 dia (P < 0.05)*

CONTROL vs DHEA: 14 dia (P < 0.001)***

CONTROL vs MEL+DHEA: 14 dia (P < 0.01)**

Considerando as doencas como estimulos estressores, a infeccéo por
T. cruzi, tanto em humanos como em diferentes modelos experimentais
ocasionam um desequilibrio da resposta imune (CARDILLO et al.,, 1996;
HAYES & KIERZENBAUM, 1981). De forma genérica podemos dizer que
durante a fase aguda das tripanossomiase, tanto africana como americana,
ocorre uma diminuicdo das funcdes das células T-helper, Lin. T-CD8, bem
como das células B (SZTEIN & KIERZEBAUM, 1993).

Tendo conhecimento das acdes adversas que uma infecgdo por T.
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cruzi acarreta em seu hospedeiro, pesquisas vém sendo constantemente
descritas relatando resultados favoraveis de possiveis tratamentos
alternativos contra a doenca, sem apresentar os efeitos toxicos caracteristicos
da droga de escolha como o Benzonidazol.

Segundo BRAZAO et al., 2008, a administracio de oligoelementos
como o Zinco, substancia essa ja bem conhecida por inUmeros pesquisadores
por sua acdo imunomoduladora, avaliou em concentracdes pré-estabelecidas
a acao deste, em ratos infectados com T. cruzi, demonstrando uma
significativa reducdo da parasitemia nos animais tratados, devido a um
aumento na producédo de Oxido nitrico nestes animais.

Diversos pesquisadores vém promovendo testes in vivo para avaliar a
acdo imunomoduladora e antioxidante do DHEA e MEL sobre parasitoses,
como formas paliativas de medicamentos, por exemplo: reagcdo antioxidante
da melatonina em Schistosoma mansoni (SOLIMAN et al., 2008),
imunoestimulacéo de células CD4 e CD8 em ratos tratados e infectados com
Toxoplasma gondii (ABDULKERIM et al., 2003). Recentemente estes
horménios também vém sendo analisados in vivo, sobre ratos Wistar
infectados com T. cruzi, observando-se uma reducdo da parasitemia na fase
aguda da doenca e aumento da concentragdo de interleucinas pro-
inflamato6rias nos animais infectados e tratados (SANTOS et al.,, 2005 e
SANTELLO et al., 2007).

SANTOS et al.,, 2005 demonstrou que a utilizacdo de DHEA na fase
aguda da doenca de Chagas acarreta uma queda na carga parasitaria
sanglinea nos animais tratados diariamente com este horménio e aumento de

7

diversas interleucinas. O mesmo também é observado pelo trabalho de
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SANTELLO et al, 2005, comprovando uma diminuicdo estatisticamente
significante dos niveis de parasitas no sangue de animais tratados com MEL
na fase aguda da doenca e aumento de TNF-a circulante, fato este promovido
pelo efeito do horménio sobre sitios promotores do NFkB.

Os hormonios utilizados nos nossos ensaios in vivo sdo bem
conhecidos em diversas linhas de pesquisa tanto nas areas de microbiologia,
virologia e parasitologia. Entretanto, trabalhos que utilizam estes dois
esterdides conjugados sdo desconhecidos na doenca de Chagas. Resultados
anteriormente publicados por alguns pesquisadores na linha de pesquisa
voltada a T. cruzi com estes hormonios, vem a corroborar aos Nnossos
resultados, com seus efeitos na parasitemia de animais infectados. (SANTOS

et al., 2005 e SANTELLO et al., 2008).

5.5 Avaliacdo in vitro dos hormdnios DHEA e MEL sobre a

producéo de Oxido Nitrico em macréfagos J774.

Importantes funcgdes fisiologicas desempenhadas pelo Oxido nitrico
mostram estar ligados a um grande numero de doencas na qual estdo
relacionadas com o seu alto ou baixo nivel de produg&o no organismo.

A regulacdo 6xido nitrico pelas suas enzimas especificas podem ser
moduladas por drogas inibidoras destas moléculas. Estas estratégias vém
sendo usadas na tentativa de solucionar os problemas gerados por alguns
patdgenos que estimulam excessivamente a sintese de Oxido nitrico.
Infelizmente as drogas empregadas atualmente provocam uma série de

efeitos colaterais, afetando a circulacdo sangiinea dentro dos Orgéos
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(PETROS et al., 1991). Isso ocorre provavelmente porque além de inibir a
producdo excessiva de Oxido nitrico pelas INO elas também inibem a
producéo de Oxido nitrico pelas eNO.

A constatacdo deste fato nos conduziu a um grande interesse no
conhecimento da agao dos efeitos imunomoduladores de dois hormoénios o
DHEA e a MEL.

Desta maneira procuramos avaliar mutuamente em diversas
concentracbes dos hormonios qual melhor se portaria em estabelecer um
valor adequado a estudos in vitro. Avaliando macrofagos tratados com as
duas drogas, estimulados com LPS e tratados com os horménios, e células
infectadas com tripomastigotas tratadas com os hormonios.

Primeiramente analisamos os macrofagos na presenca de diversas
concentragbes dos hormonios (0.5, 8.0, 20.0, 32.0, 40.0, 128uM), agindo
mutuamente.

A producao de éxido nitrico no controle (cél./poco 5X10°) se manteve
em concentragdes basais. Entretanto observamos um aumento de 60uM de
iINO significativo, quando as células sdo tratadas com 0.5uM de DHEA/MEL,
diminuindo o potencial de sintese de o6xido nitrico quando se eleva as
concentragbes até 128uM em um periodo de 24 horas. Estipulando desta
maneira que a agdo mutua dos dois hormdnios se portam como antagonistas
a producdo de NO em concentracfes elevadas (dose-dependente) in vitro.

(Figura 5)
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Figura 5: Producdo de oOxido nitrico expresso em M em macréfagos J774 nao
infectados tratados com DHEA/MEL durante 24/horas e ndo estimuladas por LPS.
Todos os grupos foram realizados em triplicata. Considerando estatisticamente

significativos valores onde P<0.05.

Célula/concentracdouM-24h

Cél. vs 0.5 P<0.01 *
Cél.vs 8 P <0.01
Cél. vs 20 P <0.01
Cél. vs 32 P <0.01
Cél. vs 40 P <0.01
Cél.vs 128 P<0.05 *

As células J774 foram estimuladas com 10 pug/ml de LPS por 24 horas,
com tratamento de DHEA/MEL em diversas concentra¢cdes. Observamos que
células apenas estimuladas com LPS aumentaram significativamente a
producdo de NO, e quando administradas com o0s hormoénios diminuiu.
Baseados nestes resultados observaram que o DHEA e a MEL causam inibicdo
de NO por dose-dependente em macrofagos estimulados, em que 128uM
corresponde a concentracdo que mais inibiu NO com valores significativos

(P<0.05). (Figura 6)
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Figura 6: Producdo de oxido nitrico expresso em pM em macréfagos J774 nao
infectados tratados com DHEA/MEL durante 24 horas e estimuladas por LPS. Todos
os grupos foram realizados em triplicata. Considerando estatisticamente significativos

valores onde P<0.05.

LPS / concentracdo uM-24h
LPSvs 0.5 P<0.01%*
LPS vs 8 P <0.01

LPS vs 20 P<0.01

LPS vs 32 P<0.01

LPS vs 40 P <0.01
LPSvs 128 P <0.01

Demonstrado os efeitos dos horménios DHEA/MEL sobre macréfagos
nao estimulados e estimulados com LPS e que apresentam inibicdo de NO.
Avaliamos o0s efeitos da produgdo deste metabdlito sobre as células
macrofagicas infectadas com T. cruzi e tratadas com diversas concentracdes
dos hormoénios utilizados mutuamente. Os resultados demonstraram efeito
similar aos apresentados no figura 5, com efeito antagonista a producéo de NO
em células infectadas, inibindo o parasita de expressar excessivamente o 6xido
nitrico pela dose-dependente dos horménios nas células com valores

significativos (P<0.05) (Figura 7).
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Figura 7 : Producédo de éxido nitrico expresso em uM em macréfagos J774 infectados
com cepa Y de T. cruzi tratados com DHEA/MEL durante 24/horas nédo estimuladas
por LPS. Todos os grupos foram realizados em triplicata. Considerando

estatisticamente significativos valores onde P<0.05.

Y / concentracdo uM-24h Y
CepaYvs 0.5 P<0.01*
CepaYvs8 P<0.01
CepaYvs20 P<0.01
CepaYvs32 P<0.01
CepaYvs40 P<0.01
CepaYvs 128 P<0.01

Os dados apresentados na literatura relatam que o DHEA apresenta-
se como um horménio que estimula a producdo de NO em células endoteliais
(TOMMASO et al.,, 2003). Entretanto controvérsias sdo mantidas. Para os
resultados do pesquisador MCLANCHLAN et al., (1996) o DHEA promove a
inibicdo deste metabdlito em macréfagos estimulados com LPS. Esses
resultados corroboram com os apresentados por BENES e OERTEL (1971)
que afirmam que o horménio se porta como um antagonista a producéo de
oxido nitrico. Este fato também pode ser comprovado em células da microglia

tratados com DHEA, que também demonstraram inibir sua sintese (MEI-JEN et
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al., 2001).

A producdo de NO em macroéfagos estimulados e tratados com MEL
também vem sendo foco de estudos.

A MEL demonstrou em diversas pesquisas in vitro agir diretamente
sobre o gene NFkKB inibindo a expressao de iNO nas células macrofagicas
estimuladas com LPS (SHEN et al., 2004). Resultados semelhantes sé&o
também apresentados por ELI et al., (1997) que avaliou macréfagos
estimulados e tratados com diferentes concentracdes de MEL, observando uma
diminui¢&do na producéo do 6xido nitrico e conseqiientemente promovendo uma
protecdo contra as injurias causadas pelo peroxinitrito nas células. Desta forma
o horménio exerce um efeito anti-oxidante in vitro, agindo diretamente na
expressdo do gene NFkB e se tornando um possivel agente anti-inflamartorio.

Até o momento ndo se tem relatos na literatura sobre trabalhos
envolvendo experimentos in vitro avaliando a expressao de NO em macréfagos

infectados com T.cruzi e tratados com DHEA e MEL mutuamente.

5.6 Avaliagéo in vivo dos horménios DHEA e MEL sobre a producgéo

de Oxido Nitrico em ratos Wistar

A priori, o DHEA e a MEL quando utilizados conjuntamente provocaram
uma inibicdo do NOi in vitro diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo dos horménios. Apds a padronizacdo da concentracdo ideal para
se obter uma acéo parasiticida e ndo citotdxica, realizamos ensaios in vivo
avaliando a producdo do NOi em ratos infectados com T. cruzi.

A figura abaixo representa os resultados da avaliacdo de Oxido nitrico



46

(iNO), das células do peritbnio, realizada nos animais ndo infectados e

infectados com T. cruzi tratados com DHEA, MEL e DHEA+MEL

conjugadamente no 7°, 14° e 21° dia de experimento (Figura 8).

I CONTROL
EMEL
m DHEA

b MEL+DHEA

NO (u M)

[ — 3

7 14 21
Day of experiment

Figura 8: Producdo de o6xido nitrico expresso em UM em ratos Wistar machos
infectados com 100.000 formas tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de T. cruzi com
ou sem tratamento de DHEA, MEL e DHEA+MEL conjugadamente, durante o 7°, 14°e
21° dia de experimento. Grupo CONTROLE (Somente Infectados), MEL (Tratado e
Infectado), DHEA (Tratado e Infectado), MEL+DHEA (Tratado e Infectado). Para todos
os grupos foi utilizado n = 5 animais. Considerando estatisticamente significativos

valores onde P<0.05.

CONTROL vs MEL: 14 (P < 0.05)*, 21 days (P < 0.001)
CONTROL vs DHEA: 7, 14 and 21 days (P < 0.001).
CONTROL vs MEL+DHEA: 14 and 21 days (P < 0.01)

DHEA vs MEL: 7, 14 and 21 days (P < 0.01)**

DHEA vs MEL+DHEA: 7, 14 and 21 days (P < O.f)l)

Os resultados apresentados acima demonstraram que o DHEA
apresentou um aumento significativo na concentragcdo de NO em relagdo aos

outros hormoénios utilizados, nos animais infectados e infectados tratados no
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pico de parasitemia (14° dia apds o indculo).

Diversos pesquisadores descrevem que na infeccdo por T. cruzi, a
producdo de NO pode ter varias consequéncias, entre elas, a avaliagcéo indireta
da atividade tripanocida, a inducdo de apoptose em leucdcitos presentes no
foco inflamatorio e a alteracdo da funcdo contrati do miocéardio. Altas
concentracfes de NO sdo também danosas as células, desta forma o NO vem
sendo considerado uma via de mao dupla (COLASANTI E SUZUKI, 2000).

Poucos séo os trabalhos com hormonios na tentativa de minimizar os
efeitos deletérios da doenca de Chagas, tanto em sua fase aguda como
cronica. Entretanto, SANTOS et al.,, 2008 corrobora o nosso trabalho,
demonstrando que o uso de DHEA durante a fase aguda da infeccdo chagasica
acarreta uma producdo acentuada de NO por macrofagos, sendo um dos
fatores que contribuem para a lise parasitaria. FILIPIN et al., 2008 utilizando
também o horménio DHEA, verificou que ratos orquiectomizados e infectados
com T. cruzi, apresentaram um relativo aumento de NO neste animais na fase
aguda de infeccdo da doenca. Em relacdo a MEL, SANTELLO et al.,, 2008
estudaram a acado deste horménio em animais infectados com T. cruzi antes e
apos o inoculo, observando um processo de aumento nas concentracdes de
NO, principalmente quando o mesmo é administrado anteriormente ao indculo.
Os dados apresentados anteriormente na utilizagdo de MEL e DHEA
corroboraram com os resultados in vivo apresentados neste trabalho,
entretanto fica claro que o DHEA se porta como o hormoOnio mais atenuante de

NO em uma infeccao por T. cruzi.
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5.7 Fator de Necrose Tumoral (TNF- a)

A figura abaixo representa os resultados da avaliagdo da concentragao
de Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), realizada nos animais nao infectados e
infectados com T. cruzi tratados conjugadamente com DHEA e MEL no 14° dia
de experimento (Figura 9). O grafico demonstra somente o pico parasitemico

da doenca, pelo fato de ser estatisticamente mais relevante ao trabalho.

600+

I CONTROL
E MEL
=3 DHEA
MEL+DHEA
4004 *
.

TNF-a pg/ml

CONTROL MEL DHEA MEL+DHEA
14 dias ap6s infecgdo

Figura 9: Producdo de TNF-a expresso em pg/ml em ratos Wistar machos infectados
com 100.000 formas tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de T. cruzi com ou sem
tratamento de MEL, DHEA e MEL+DHEA conjugadamente, durante o 7° 14°e 21°
dias de experimento estimulado. Grupo CONTROLE (Somente Infectados), MEL
(Tratado e Infectado), DHEA (Tratado e Infectado), MEL+DHEA (Tratado e Infectado).
Para todos os grupos foi utilizado n = 5 animais. Considerando estatisticamente

significativos valores onde P<0.05.
CONTROLE vs DHEA: P < 0.05

Os macroéfagos tem papel essencial no controle das infec¢des. Secretam

uma variedade muito ampla de mediadores quimicos e citocinas que regulam
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diferentes compartimentos do sistema imunolégico. Eles capturam, processam
e apresentam antigenos para as células T e sdo uma fonte de moléculas co-
estimulatorias para a ativacdo destas células. Uma vez ativadas por antigenos
provenientes de formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, 0s
macréfagos podem atuar como um parasiticida com atividades citotoxicas,
através da producdo de metabdlitos reativos de nitrogénio e oxigénio e
principalmente citocinas pré-inflamatérias como IL-1B, IL-6, IL-12 e TNF-a
(CAMARGO et al., 1997, CHANDRASEKAR et al., 1998).

Alguns trabalhos vém sendo realizados com macrofagos tratados com
hormdénios imunoestimuladores como a Melatonina que potencializa a producéo
de citocinas, entre elas o TNF-a, aumentado com sigo a proliferacdo de células
T (PIOLI et al.,, 1993). Estes hormobnios tém a capacidade de aumentar a
imunidade natural in vivo, referente a atividade do sistema imune inato e
adquirido, principalmente em macréfagos (MORREY et al., 1994; POON et al.,
1994). Estes dados podem ser corroborados com pesquisas realizadas por
SANTELLO et al., 2007, que demonstram estad acdo em ratos machos Wistar
infectados com T. cruzi e tratados com melatonina. Observando um efeito
agonista na proliferacdo do TNF-a frente ao parasita.

Outro horménio muito utilizado em diversas pesquisas é o DHEA. Este
também é considerado como um imunomodulador e apresenta receptores em
diferentes tipos celulares de mamiferos (YAMADA 1994). A suplementacdo de
DHEA em humanos tem demonstrado efeitos benéficos (VANVDLENHOVEN
1985) bem como em modelos experimentais (LUCAS 1985), como por
exemplo, coelhos com arterosclerose, virus (GORODN et al, 1998;

RASMUSSEN et al., 1998), camundongos infectados com tuberculose
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(HERMANDEZ-PANDO et al.,1998) e infeccOes por parasitas (LORIA et al.,
1998) com elevada producéo no fator de necrose tumoral (TNF- a) através das
células macrofagicas (KIMURA et al.,1998).

Ao se correlacionar trabalhos envolvendo produgdo de TNF-a em
macrofagos infectados com T. cruzi, ndo encontramos muitos relatos na
literatura cientifica. Entretanto alguns pesquisadores ja vém trabalhando nesta
linha de pesquisa, avaliando ratos suplementados com DHEA e infectados com
T. cruzi, demonstrando que o DHEA tem uma acéo estimuladora na producéo
de TNF-a em macréfagos infectados (SANTOS et al., 2008).

Em virtude da ag&o imunoestimuladora conhecida dos dois hormonios
MEL e DHEA, inumeros trabalhos analisam uma possivel acao protetora frente
a patdégenos, como por exemplo infec¢des por retrovirus, quando da utilizagéo
destes dois hormonios conjugadamente (ZANG et al.,2004). Entretanto outros
trabalhos contradizem a expectativa de um possivel aumento na producao de
citocinas pelo sistema imune, principalmente o TNF-a. Algumas pesquisas
demonstram uma acdo antagonista na producdo de TNF-a em macréfagos
infectados pelo virus Bacilo Antrax tratados com os dois hormoénios
separadamente ou conjugadamente (SHIM et al., 2000).

Confrontando diversos resultados sobre uma verdadeira agao dos
hormoénios, nossos resultados demonstraram que tanto o DHEA, MEL e
MEL+DHEA apresentam uma acao potencializadora na producao de TNF-a em
ratos infectados com T. cruzi em relagdo ao controle. Entretanto o DHEA
portou-se estatisticamente mais elevado que a MEL no pico na infecgcdo com

P>0.05.
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5.8 Peso do Coracéo

Os grupos tratados com DHEA apresentaram reducgao significativa do
peso cardiaco infectado e tratado com MEL, DHEA e MEL+DHEA (P<0.05) em

ralacdo aos grupos que nao receberam tratamento (Figura 10).

CONTROLE
MEL
== DHEA
mm MEL+DHEA

A N he
Curso da Infeccéo

Figura 10 : Producédo de TNF-a expresso em pg/ml em ratos Wistar machos infectados
com 100.000 formas tripomastigotas sanguicolas da cepa Y de T. cruzi com ou sem
tratamento de MEL, DHEA e MEL+DHEA conjugadamente, durante o 7° 14°e 21°
dias de experimento estimulado. Grupo CONTROLE (Somente Infectados), MEL
(Tratado e Infectado), DHEA (Tratado e Infectado), MEL+DHEA (Tratado e Infectado).
Para todos os grupos foi utilizado n = 5 animais. Considerando estatisticamente
significativos valores onde P<0.05.

CONTROLE vs. DHEA: 14° dia (P<0.05) *
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O peso cardiaco de ratos Wistar infectados e tratados com DHEA
apresentaram uma reducao estatisticamente significante (P<0.05), ao contrario
do que observamos nos animais infectados e tratados com MEL e MEL+DHEA.
Este fato ocorre devido a diminuicdo da carga parasitaria provocada pela
administracdo do DHEA. Acreditamos que devido a reducdo do infiltrado
inflamatorio bem como menor desorganizacdo das fibras cardiacas levou a
uma diminuicdo da massa cardiaca. Estes resultados corroboram com os que
sdo apresentados nos trabalhos de SANTOS et al., 2007 e SANTELLO et al.,
2007, que analisando ratos infectados e tratados com DHEA e MEL
separadamente, observaram uma diminuicdo de processos inflamatérios nas
fibras cardiacas, promovendo consequientemente uma diminuicdo de peso

cardiaco.
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6.0 CONCLUSAO

Analisando os dados apresentados, observamos a acdo da tolerancia de
células macrofagicas frente aos horménios DHEA/MEL em ensaios de
citotoxicidade, ndo apresentando lise celular na concentracdo até 20uM,
estabelecendo-se menor que o ICso. A viabilidade celular manteve-se em
porcentagens extremamente favoraveis com valores de 97%. Nesta
concentragdo ocorreu acgéo tripanossomicida dos horménios DHEA/MEL in
vitro observando uma inibicdo da replicagdo parasitaria e uma diminuicdo na
producdo de NO em células estimuladas tanto com LPS como infectadas com
0 parasita in vitro. Neste Ultimo caso observamos uma acao antioxidante dos
horménios in vitro, o mesmo n&o sendo observado in vivo. Com a
determinacdo das concentracdes adequadas de DHEA e MEL através de
trabalhos ja realizados por SANTOS et al., 2005 e SANTELLO et al., 2007,
juntamente com 0s nosso resultados de MEL+DHEA obtidas nos estudos in
vitro, foi possivel avaliar os efeitos destes horménios in vivo.

No tocante aos ensaios in vivo observamos que a administracédo de
DHEA exerceu um potente efeito imunomodulatério sobre os diferentes
parametros analisados, quando comparados com MEL e MEL+DHEA. A
suplementacao atuou de forma expressiva sobre a diminuicdo da parasitemia,
aumento de macrofagos peritoneais, elevacdo do Oxido nitrico, producéo
aumentada do TNF-a e diminuicdo do peso cardiaco.

Podemos concluir que devido ao fato dos horménios atuarem em alguns

sitios especificos nos macroéfagos, diferentes resultados foram obtidos, como

por exemplo, nos ensaios in vivo onde observamos a presenca de estimulos



54

imunologicos naturais adversos em relacdo ao in vitro que somente € ativado
frente a estimulos programados.

A utilizacdo concomitante de DHEA e MEL proporcionou uma acao
sinérgica sobre a resposta imune. Entretanto, nos resultados demonstraram
gue o DHEA teve um efeito estatisticamente mais relevante sobre os outros
hormonios. Devemos enfatizar que esse tipo de terapia ndo tem por objetivos a
cura da doenca, mas sim potencializar e modulador o sistema imune
controlando a carga parasitéria sem, entretanto acarretar os efeitos colaterais

danosos no hospedeiro como os medicamentos disponiveis no mercado.
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