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EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DO AMINOACIDO L-CITRULINA NA INFECCAO
EXPERIMENTAL POR LEISHMANIA INFANTUM (SYN. L. CHAGASI)
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RESUMO

Introducdo: A Leishmania infantum € o agente etiologico da leishmaniose visceral, doenca
que afeta milhdes de pessoas ao redor do mundo. Este estudo explora o potencial terapéutico
da suplementacdo do aminoécido L-Citrulina na modulacdo da resposta imune e atenuagdo da
progressdo dessa doenga em modelos murinos. Métodos: Os animais do estudo (camundongos
isogénicos BALB/c) foram divididos em dois grupos: Grupo A — suplementacdo iniciada 7 dias
antes da infeccdo; Grupo B — suplementacdo iniciada no primeiro dia de infec¢do. A
suplementacéo nos dois grupos ocorreu durante 7 dias ininterruptos com a dosagem de 0,039
do aminoécido dissolvido em 0,4mL de solucéo salina. A infeccdo experimental ocorreu com a
inoculagéo, via intraperitoneal, de 1x10° de promastigotas de L. infantum. O peso corporal dos
camundongos foi aferido pelo mesmo avaliador em 3 momentos, a cada 7 dias, contados o inicio
do experimento até a eutanasia (8° dia de infec¢do). Os demais parametros foram avaliados apds
eutanasia dos animais. Os valores foram tabulados e analisados estatisticamente. Resultados:
Foi possivel verificar que suplementacdo de L-Citrulina resultou em um maior percentual de
ganho de peso corporal nos animais tanto infectados quanto ndo infectados nos periodos
analisados. No grupo tratado sincronicamente com a infecgdo, os animais infectados
apresentaram ganho de peso significativo quando comparado ao que receberam solucgéo salina.
Conclusdo: A suplementacdo de L-Citrulina pode enquadrar-se como uma estratégia
nutricional promissora durante tratamento da infeccdo por L. infantum, logo, torna-se
interessante avaliar os efeitos do uso desse aminodcido em humanos e em outras doencas
hipercatabolicas.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Nutracéutico. Antropometria.
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INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenga infecciosa cronica causada por protozoarios
do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae)®. No Brasil é causada pela espécie
Leishmania infantum cuja a transmissdo ocorre principalmente pela picada de fémeas de
flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae)>.

Na Ameérica Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90%
dos casos notificados concentram-se no Brasil, especialmente na regido Nordeste. Entretanto,
atualmente, é possivel verificar a expansdao da leismaniose visceral em quase todo o territério
brasileiro, principalmente em municipios com crescente urbanizagéo e alto indice de pobreza®®.
As notificacOes deixaram de ser centradas na regido Nordeste e passaram a ser registradas com
mais frequéncia nas regides Norte, Centro-oeste e Sudeste do Brasil®. Logo, é uma zoonose
parasitaria que encontra-se em ascensao, merecendo destaque pela alta disseminagdo, com uma
alta taxa de letalidade, em especial, quando associada a quadros de infecgdes e desnutrigio’.

Estudos tém demonstrado que a infeccdo por L. infantum (Syn. L. chagasi) tem
provocado a perda dos estoques corporais de proteinas, calorias, vitaminas e minerais, e por
iSs0, necessita de uma dupla intervencdo na desnutricdo e na infeccdo, pois as deficiéncias
nutricionais podem afetar adversamente 0os mecanismos imunoloégicos, deprimindo a funcao
imunoldgicahumoral e celular, reduzindo fracdes do sistema complemento e o numero,
proliferacdo e funcdo dos linfdcitos T circulantes, além de reprimir a producdo de citocinas,
alterando o reconhecimento de antigenos®®.

Em 2022 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) langou o primeiro relatério mundial
sobre a prevencao e controle de infecgdes, apresentando o sistema imune como um mediador
desta interacdo'. Logo, a auséncia de uma intervencéo nutricional adequada ao paciente com
LV, com o intuito de controlar a perda de peso e melhorar o sistema imune, pode ser capaz de
agravar o quadro clinico e reduzir a resposta ao tratamento farmacoldgico®?.

Durante a infeccdo por L. infantum, o figado sofre diversas alterac6es fisiopatologicas,
como aumento volumétrico, congestio e esteatose'?, e por ser um 6rgdo responsavel por
inimeras vias bioguimicas na produgdo, modificacdo e utilizacdo de nutrientes e de outras
substancias metabolicamente ativas, a doenga hepética crbnica resulta em grande impacto
nutricional, independentemente de sua etiologia'>*3. Além disso, apesar da ingestdo dietética
reduzida ser considerada o principal fator da Desnutricdo Energético Proteica (DEP) na doenga
hepética, ha contribuicdo também da ma digestdo e ma absorcao™.

Tendo em vista que o figado encontra-se com suas fun¢Bes comprometidas durante
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infeccdo por L. infantum?®, e que o uso de um aminoacido que nio tem passagem hepética pode
ser capaz de fornecer de forma eficiente quantidades adequadas de nitrogénio para os tecidos
periféricos, incluindo musculos e, assim, aumentar a sintese de proteinas em pacientes com LV,
a suplementacio do aminoacido L-Citrulinal®, que atende a esses critérios, pode ser, portanto,
uma boa alternativa para evitar a DEP durante a infeccdo.

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar in vivo os efeitos da
suplementacdo do amino&cido L-Citrulina sobre a biometria corporal do camundongo BALB/c

infectado por L. infantum.

METODOLOGIA

Aspectos éticos na experimentacdo animal

O ensaio foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), sob protocolo 544/2019. Todos os procedimentos foram
realizados segundo as exigéncias éticas do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo
Animal (CONCEA) e pela legislagio nacional para vivissec¢do animal em vigor (Lei n®11.794,
de 8/10/08, Lei n° 9.605, de 12/02/98 e Resolucdo normativa n° 38, de 17/04/18).

Utilizagédo de modelos murinos

Para atingir aos objetivos foram utilizados 40 animais da linhagem de camundongos
isogénicos BALB/c, da espécie Mus musculus, Linnaeus, machos, com aproximadamente 10
semanas de vida, selecionados aleatoriamente e acondicionados na Sala de Infeccdo por
Leishmania no Biotério Setorial I, onde ficavam alojados em caixas plasticas com telas de
protecdo contra a entrada de mosquitos, e mantidos em ambiente com temperatura controlada
(24°C), com ciclo claro-escuro de 12 horas. Eles recebiam agua filtrada e racdo comercial
padrdo, & vontade. E valido destacar que os indices nutricionais exigidos para a racdo de
roedores do Biotério Central da UFPI sdo: umidade maxima de 13%, proteina bruta minima de
20%, extrato etéreo de no maximo 5%, fibra bruta maxima de 5% e energia minima de 3.88

kcal/g.
Suplementacéo e infeccéo experimental

Os camundongos do experimento foram divididos aleatoriamente em dois grupos (A

e B), que foram agrupados de acordo com o periodo de inicio da suplementagdo do aminoacido
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L-Citrulina. No grupo A, a suplementacdo do aminoacido foi iniciada 7 dias antes da infeccéo
experimental (Tratamento prévio) e no Grupo B, a suplementacdo da L-Citrulina ocorreu entre os dias 1
e 7 de infeccdo (Tratamento sincronico). E valido destacar que o protoco de experimentacéo
ocorreu durante sete dias ininterruptos, ou seja, enquanto 0s animais da intervengéo recebiam
0 aminoacido durante sete dias sem pausas (tratamento), os do subgrupo controle (sem
intervencdo/sem suplementacdo) receberam solucdo salina durante o mesmo periodo e
condigdes.

Cada grupo (A e B) posssuia 20 animais, que foram subdivididos igualmente (n=10)
em animais infectados e saudaveis (ndo infectados), que distribuiam-se em subgrupos
“Tratamento” - Intervencdo com L-Citrulina/controle positivo e “Controle” - Sem
suplementacdo do aminoacido/controle negativo; resultando em quatro subgrupos para o
tratamento prévio e quatro para o tratamento sincrénico; formando subunidades experimentais
com um numero total de 5 animais em cada, numerados de | a IV, acompanhados da letra do
seu recpetivo grupo, A ou B. Sendo | — Infeccdo e L-Citrulina; 1l — Infeccdo e solucéo

salina; 111 — N&o infecgéo e L-Citrulina e IV — N&o infecgéo e solugéo salina (Quadro 1).

Quadro 1. Divisdo dos grupos experimentais de acordo com o periodo de inicio da

suplementacéo.

SUBGRUPOS
GRUPOS Tratamento Controle
Infectados IA - Infeccédo e L-Citrulina 1A - Infeccéo e solugéo salina
Tratamento n=10 (n=5) (n=5)
prévio (Grupo A)
(n=20)
Saudaveis IVA - Ndo infeccdo e L- | I11A - Néo infecéo e solucéo
n=10 Citrulina (n=5) salina (n=5)
Tratamento Infectados IB - Infecgdo e L-Citrulina [11B - Infeccdo e solucéo salina
sincronico (Grupo B) n=10 (n=5) (n=5)
(n=20)
Saudaveis IVB - Ndo infeccdo e L-  11I1B - N&o Infec¢éo e solugéo
n=10 Citrulina (n=5) salina (n=5)

No subgrupo de infectados, 5 animais foram suplementados (controle positivo) e 5

animais receberam apenas solucdo salina via oral (controle negativo); No subgrupo de
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animais saudaveis (ndo infectados), 5 animais receberam a suplementacdo do aminoacido
diluido em solucéo salina e 5 receberam apenas solucéo salina.

O protocolo de suplementacdo de L-Citrulina baseou-se na quantidade (g) de
aminoécido utilizado por Batista e colaboradores’®, assim, os animais do grupo de intervencéo
receberam 0,03g do aminoacido dissolvido em 0,4mL de solugcdo salina para facilitar a
administracao oral (via gavagem), e o grupo controle negativo, por sua vez, recebeu apenas 0s
0,4mL de solucéo salina para simular as mesmas condicGes de estresse de administragdo do
amino&cido do grupo controle positivo.

O dia da infeccdo experimental foi considerado como o dia 0 (zero) de infeccdo e
aconteceu em uma segunda-feira. A suplementacdo do aminoéacido foi iniciada na terca-feira
(1° dia de infeccdo), e foi finalizada no 7° dia de infeccdo (segunda-feira subsequente). A
eutanasia dos animais aconteceu no 8° dia de infecgéo (terga-feira subsequente).

O grupo B sé foi manipulado diariamente durante os 7 dias previos a infecgdo, sendo
assim, apds infeccdo, ndo receberam nehum tipo de tratamento até a eutanasia (8° dia de
infecccdo). Ja o grupo A, ndo recebeu nenhum tratamento na semana que antecedia a infeccao,
e sO passou a ser manipulado diariamente entre os dias 1 e 7 de infeccdo, periodo em que
receberam o aminoéacido (controle positivo/tratamento) ou a solucdo salina (controle negativo/
sem intervencdo) durante 7 dias sem interrupgdes.

Para a infeccdo experimental, foi utilizada cepas de promastigotas purificadas de L.
infantum (MHOMY/5745) obtidas em parceria com o Laboratério de Atividade Antileishmania
da Universidade Federal do Piaui. As cepas foram cultivadas em meio Schneider’s (Sigma,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma, EUA) e penicilina-estreptomicina
10.000 U1/10mg (Sigma, EUA) e mantidas em estufa de demanda bioquimica do oxigénio a
26°C. Os camundongos do grupo de infeccdo receberam, por via intraperitoneal, uma dose
infectante de 1x10° formas promastigotas metaciclicas em fase estacionaria de crescimento
suspensas em 100uL de solu¢ao tampéo fosfato-salino, e os animais do grupo controle negativo
de infeccdo, ou seja, ndo infectados (saudaveis), receberam apenas solucédo salina para simular

as mesmas condigoes.

Acompanhamento da biometria corporal e avaliacdo clinica
O peso corporal dos animais foi acompanhado em 3 momentos, sempre no Mesmo
horéario, pelo mesmo avaliador e balanca - 7 dias antes da infeccdo, no dia da infeccéo e no 8°

dia de infeccdo, onde ocorreu a eutanasia. Eles eram pesados individualmente em uma balanca

Revista Contexto & Salde - Editora Unijui — ISSN 2176-7114 — V. 24 — N. 49 — 2024 — e15694



EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DO AMINOACIDO L-CITRULINA NA INFECCAO
EXPERIMENTAL POR LEISHMANIA INFANTUM (SYN. L. CHAGASI)

digital com precisdo de duas casas decimais ap0s o grama (centigrama). Cada afericdo era
realizada em triplicata e considerava-se a média das trés pesagens como a massa corporea do
animal. Ao final, foram considerados para anélise e comparagdo dos resultados, o peso médio
das duas Ultimas pesagens de cada grupo (dia da infeccdo e dia da eutanasia).

No dia da eutanasia foram observados e tabulados os seguintes parametros clinicos nos
animais de todos os grupos: coloracdo das mucosas (olho, boca e nariz); tamanho do baco e
figado; caracteristicas dos pelos; e presenca de ascite (aumento da regido abdominal em
decorréncia do acumulo de liquidos). Apo6s a confirmacdo da auséncia dos parametros vitais
realizou-se a dissecacdo dos animais atraves de uma ampla incisdo mediana abdominal em linha
média ventral para remocdo do figado e baco, que em seguida foram pesados em balanca
analitica, um instrumento laboratorial projetado para medir a massa de pequenas amostras com

alto grau de exatidao e precisao.

Anélise estatistica

Os dados foram tabulados na planilha do Microsoft Office Excel® e analisados no
programa Stata® versdo 14 (StataCorp LP, College Station, EUA). Calculou-se a média,
mediana e intervalo interquartil. Para verificar normalidade dos dados aplicou- se o teste de
Shapiro-Wilk (numero amostral) e para analisar a diferenca entre duas variaveis utilizou-se
Teste U de Mann-Whitney. Adotando-se o nivel de significancia menor ou igual a 5%, (P <
0,05). Além disso, calculou-se o percentual de alteracdo de peso dos animais utilizando a

seguinte férmula: % de alteracdo de peso = ([Peso atual — peso inicial]/peso inicial *100).

RESULTADOS

A avaliacdo clinica dos camundongos demonstrou que eles apresentaram normalidade
guantos aos parametros avaliados: Mucosa (olho, boca e nariz) résea (normocorada), auséncia
de alopecia, e nenhum vestigio de hepatomegalia, esplenomegalia e ascite. Comparando as
medianas referentes a peso (g), altura largura e profundidade (cm) do figado e baco dos animais
dos grupos A e B, verificou-se que nem a infeccdo e nem a suplementagdo provocaram
alteracdes significativas entre as medidas aferidas nos animais experimentais e controle. Algo
que confirma esses achados da avaliacdo clinica, onde os camundongos ndo apresentaram
alteracdo no tamanho desses 6rgaos.

Todos os animais que receberam tratamento prévio (grupo A) apresentaram ganho

ponderal na semana apos infeccao (Figura 1).
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Figura 1. Percentual de ganho de peso médio dos camundongos do grupo A apds uma semana

de infecgéo.
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Fonte: Dados da pesquisa. Legenda: IA - Infeccdo e L-Citrulina do dia 1° ao 7° de infeccdo; IlA - Infeccéo e
solugdo salina do dia 1° ao 7° de infeccéo; I11A - Saudaveis e com solucéo salina durante 7 dias; IVA - Saudaveis

e com L-Citrulina durante 7 dias.

Nota-se que os camundongos que receberam suplementacéo de L-Citrulina (1A e IVA),
apresentaram um percentual de ganho de peso medio maior que seu respectivo grupo controle

(1A e I11A). Entretanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Tabela 1).

Tabela 1. Comparagéo da variagdo do percentual de ganho de peso dos animais do grupo (A)

apos uma semana de infeccéo.

Subgrupos Variacdo do percentual de ganho de peso (%)
Mediana IQR* P-valor

IA - Infeccdo e L-Citrulina 50 3,3 0,17

1A - Infeccéo e solucéo salina 2,5 2,4

1A - Solucéo salina 4,5 5,5 0,19

IVA - L-Citrulina 5,5 11,7

Fonte: Dados da pesquisa. * Intervalo entre quartis.
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No grupo B, correspondente aos animais que receberam o tratamento na semana de
infeccdo, os camundongos infectados e suplementados com L-Citrulina tiveram aumento da
variacdo do percentual de ganho de peso, enquanto que o grupo controle, que recebeu apenas

solugéo salina, apresentou uma reducdo de 6,7% (Figura 2).

Figura 2. Percentual de ganho de peso médio dos camundongos do grupo B ap6s uma

semana de infecgao.
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Fonte: Dados da pesquisa. Legenda: IB - Infecgcdo e L-Citrulina do dia 1° ao 7° de infecgéo; I1B - Infecgdo e
solugdo salina do dia 1° ao 7° de infecgdo; 111B - Saudaveis e com solucéo salina durante 7 dias; 1VB - Saudaveis

e com L-Citrulina durante 7 dias.

Ao comparar o percentual de variacdo de peso mediano de ambos os subgrupos (IB e
11B), verifica-se que ha diferenca significativa entre o peso dos animais infectados com e sem

suplementacdo (p=0,028) (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparacdo da variacdo do percentual de ganho de peso dos animais do grupo B

apos uma semana de infecgéo.

Subgrupos Variagao do percentual de ganho de peso (%0)
Mediana IQOR P-valor

IB - Infeccéo e L-Citrulina 7,1 9,5

11B - Infecgdo e solucéo salina -6,3 -2,2 0,028

I11B - Solucéo salina 4,5 55

IVB - L-Citrulina 55 11,7 0,190

Fonte: Dados da pesquisa. * Intervalo entre quartis. *Diferenca significativa.

DISCUSSAO

A suplementacdo de L-Citrulina resultou em uma maior taxa de ganho de peso em todos
0s grupos analisados. O estudo de Osowska e colaboradores encontrou resultados similares
acerca da funcdo anabdlica da L-Citrulina, apds investigar o efeito desse aminoacido sobre a
homeostase do nitrogénio no envelhecimento em um modelo de ratos desnutridos e
envelhecidos®®.

Os resultados sobre o ganho ponderal evidenciado pela suplementacdo de L-Citrulina
podem estar relacionados ao papel de aminoadcidos na ativacdo direta de mTOR
(mammalian target of rapamycin), uma proteina com papel central no crescimento, na
proliferacdo e na manutencéo das células!’. Goron e colaboradores observaram que a L-Citrulina
ativou a fosforilacdo do mTORC1 (Complexo 1 do mTOR) em miotubos cultivados. Quando
ativado, o mTORC1 promove processos anaboélicos,tais como sintese de proteinas, nucleotideos
e lipidios, e inibe os processos catabélicos!®,

A auséncia das manifestacdes clinicas nos animais deste estudo pode ser justificada pelo
curto periodo de tempo do processo de infeccdo. Contudo, ao equiparar o grupo de
camundongos infectados e ndo infectados, verificou-se que a infeccdo pela L. infantum
apresenta correlacdo com o estado nutricional mesmo em um periodo inicial, pois o percentual
de ganho de peso mostrou-se sempre maior nos animais nédo infectados.

Na semana de infeccdo, os animais do grupo que receberam tratamento prévio, foram
poupados do desconforto e possivel situacdo de estresse provocada pela administracdo forcada
(gavagem), seja com L-Citrulina ou solucdo salina. No entanto, houve estresse da infeccdo
somado ao da manipulacdo durante protocolo experimental para os animais do grupo B. Estes

eventos podem justificar os resultados obtidos neste trabalho, pois os animais do grupo A, que
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receberam apenas solucao salina uma semana antes de infeccao, apresentaram ganho de peso,
ainda que pequeno, e ja os do grupo B, sob mesmo tratamento, tiveram uma perda de peso
significativa durante a infecgéo.

O estresse pode afetar a resposta imune, fazendo com que o organismo fique mais
vulnerdvel quanto a sua defesa e, assim, mais susceptivel a infec¢bes causadas por
microrganismos, visto que a resisténcia natural depende da habilidade das células em migrar
para o sitio de infeccéo, e este mecanismo pode ser suprimido pelo estresse®®,

Nesse sentido, a perda de peso dos animais infectados e que n&do receberam
suplementacdo do aminoéacido (subgrupo I1B) pode ser justificada tanto pela provavel falta de
apetite e processo inflamatorio intenso apds entrada do parasito no organismo, como pela
possivel influéncia da manipulagdo experimental no estresse e na redugdo do sistema imune dos
animais infetados pela L. infantum, com consequente intensificagdo da infec¢do. A infecgéo,
por sua vez, culmina com distarbios do metabolismo energético, das proteinas, dos minerais e
até das vitaminas. A sintese e a utilizacdo destes nutrientes ocorrem simultaneamente. A
primeira, representada pelo anabolismo e a Gltima, pelo catabolismo. Em estados de inflamagéo,
esse processo nao é, entretanto, equilibrado, pois, ha um desvio em favor do catabolismo. O
resultado é a perda de peso, consequente ao consumo das reservas energéticas e proteicas.

Nesse contexto, vale ressaltar que a L-Citrulina pode ter contribuido com a manutencéo
do peso corporal dos animais que faziam seu uso junto a infec¢do, por ser capaz de se converter
em arginina, um aminoacido condicionalmente essencial, que por servir de substrato para
células imunoldgicas, torna-se extremamente importante durante inflamac3o?!. Portanto, ao
manter 0s niveis sanguineos adequados de arginina, a L-Citrulina detém a mobilizacdo de
proteinas corporais, conseguindo assim, evitar o balan¢o energético negativo, e
consequentemente, a perda de peso observada no subgrupo 1182422,

Dessa forma, os dados sugerem que a obtencdo exdgena de L-Citrulina parece controlar
0 catabolismo proteico, e, assim, evitar a perda de peso nos grupos que receberam a

suplementacdo do aminoacido antes e durante a primeira semana de infecgcdo por L. infantum.
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CONCLUSAO

A suplementacdo de L-Citrulina resultou em um maior percentual de ganho de peso
corporal nos animais infectados ou ndo por L. infantum (Syn. L. chagasi). Além disso, evitou a
perda de peso apresentada pelo grupo de animais infectados que ndo receberam o aminoécido
na semana de infeccdo (controle negativo). Sendo assim, os resultados sugerem que 0 USO
alternativo de nutracéuticos, tais como a L-Citrulina, podem ter o potencial de reduzir a perda
de peso, e consequentemente, melhorar a resposta a infecgdo e ao tratamento da leishmaniose.
Logo, torna-se interessante avaliar os efeitos do uso desse aminoacido em humanos e em outras

doencas hipercatabolicas.
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