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RESUMO

Introducido: O Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas, ao invadir o
hospedeiro atinge uma ampla variedade de tecidos, incluindo coragdo, intestinos/esdfago e
sistema nervoso central. O megaesdfago e o0 megacolo sdo descritos como as principais lesoes
do trato gastrointestinal, e os distirbios de motilidade estdo associados a constipagdo e
dilatacdo de visceras, acompanhados ou ndo de espessamento da parede intestinal, processos
decorrentes da destrui¢do de neuronios do Sistema Nervoso Entérico — SNE. A prética do
exercicio fisico moderado tem contribuido de forma significativa para a manutencdo do
nimero de neur6nios mientéricos. Da mesma forma, o exercicio fisico moderado representa
um fator de resisténcia ao desenvolvimento de infecgdes causadas por protozodrios em
animais, atuando como estimulador da resposta imunoldgica. No entanto, ndo estdo
disponiveis relatos de alteracdes produzidas no plexo mientérico e na parede do célon de
camundongos submetidos ao exercicio fisico moderado e infectados por 7. cruzi. Sendo
assim, este trabalho verificou a influéncia do exercicio fisico moderado sobre neuronios da
populacdo neuronal mientérica total, neurdnios metabolicamente mais ativos, neurdnios
nitrérgicos e da parede do c6lon de camundongos infectados por T. cruzi relacionadas a
aspectos parasitologicos e imunoldgicos da infec¢do. Materiais e métodos: Foram utilizados
120 camundongos suicos machos com 30 dias de vida distribuidos em quatro grupos:
Treinado Controle (TC), Treinado Infectado (TI), Sedentirio Controle (SC) e Sedentario
Infectado (SI). Os grupos TC e TI foram submetidos a programa de exercicio fisico
moderado em esteira rolante, durante oito semanas. Trés dias apés o término do exercicio
fisico os grupos TI e SI foram inoculados com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y de
T. cruzi. A inducdo da fase cronica foi obtida administrando-se cinco doses de LAFEPE
BENZNIDAZOL, trés doses (100 mg/Kg/m.c. aos 11, 15 e 22 dias apds a inoculacdo, dpi) e
duas doses (250 mg/Kg/m.c. aos 18 e 41 dpi), respectivamente. A parasitemia foi avaliada do
4°. - 61°. dias apds inoculagdo. Apds 75 dias de infeccdo foram quantificados/medidos
neuronios da populacdo neuronal mientérica total (Giemsa), neurdnios metabdlicamente mais
ativos (NADH-diaforase) e imunorreativos a nNOS (Imunofluorecéncia) (5
animais/grupo/técnica). Foi ainda mensurada a espessura da parede intestinal, para
evidenciagdo histoquimica de linfécitos intra-epiteliais (LIE), focos inflamatorios
(Hematoxilina-Eosina) células caliciformes positivas a (Periodic Acid Schiff (PAS) e ao

Alcian Blue (AB) pH 1,0+ e 2,5+ - 10 animais/grupo), dosados fator de necrose tumoral-alfa
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(TNF-0) e fator de crescimento transformador- (TGF-B) no plasma (ELISA - 10
animais/grupo). Os resultados foram comparados com os testes ANOVA seguido pelo teste
Tukey e KrusKall-Wallis, com significancia de 5%. Resultados: O exercicio fisico moderado
reduziu o pico de parasitos no 8° dia de infeccdo (TL: 4,0 x 10° ¢ SI: 9,8 x 10°
tripomastigotas/mL) (P=0,0132) e a parasitemia total (TI: 9.4 x 10° e SI 16,9 x 10°
tripomastigotas/mL) (p=0,0307). Contribuiu para a sobrevivéncia do nimero de neurénios da
populacdo neuronal mientérica total em 8,0% (TI x SI - p<0,05), neurénios NADH-d em
26,0% (TI x SI - p<0,01) e neurdnios imunorreativos a nNOS em 16,8% no grupo (TI x SI -
p<0,05). A infec¢dao por T. cruzi causou redu¢do do nimero de neurdnios da populagdo
neuronal mientérica total em 39% (SI x SC - p<0,05), neurénios NADH-d em 38,7% (SI x SC
- p<0,01) e neur6nios imunorreativos a nNOS em 47,7 (SIx SC - p<0,05). O exercicio fisico
provocou hipertrofia de neur6nios mientéricos com aumento da area nuclear e citoplasmaética
0 que resultou no aumento da drea do corpo neuronal da populagao neuronal mientérica total
(p<0,05), de neurdnios NADH-d (p<0,05), de neurdnios nitrérgicos (p>0,05) e no aumento da
espessura total da parede intestinal em 7,3% (TI x SI - p<0,05). Nos animais sedentdrios a
infeccao por 7. cruzi provocou reducdo da espessura total da parede intestinal em 6,7% (SI x
SC - p<0,05). O exercicio fisico promoveu aumento de 5,7% do nimero de LIE (TI x SI -
p<0,05) em relacdo ao nimero de enterdcitos. Nos animais sedentdrios a infeccdo promoveu
reducdo de 39,0% (SI x SC - (p>0,05)) da proporcdo de LIE. Nos animais treinados, a
propor¢do de células caliciformes produtoras de mucinas neutras (PAS+) e acidas (AB pH
2,5+) e (AB pH 1,0+) estava reduzida em 2,0%, 15,0% e 18,0% relagdo aos animais
sedentarios (p<0,05). O exercicio fisico moderado impediu a formacdo de focos inflamatorios
na tdnica muscular intestinal em 72,2% para TI x SI (p<0,01). O TNF-a. e TGF-} estavam
aumentados em 18,0% (p<0,05) e 18,0% (p>0,05) respectivamente, considerando TI x SI
Conclusdao: O exercicio fisico moderado altera a evolucdo da infeccdo diminuindo
parasitemia na fase aguda da infeccdo experimental de camundongos com 7. cruzi, protege os
neurdnios mientéricos e induz a hipertrofia de neurdnios, significando melhor prognéstico
para o animal cronicamente infectado com relacdo a manuten¢do do peristaltismo intestinal.
Além disso, provoca aumento da espessura total da parede intestinal, aumento do nimero de
linfécitos intra-epiteliais/enterdcitos, reducdo da propor¢do de células caliciformes/enterdcitos
e do ndmero de focos inflamatérios e aumento da sintese de TNF-a e TGE-p. Estes resultados
aprofundam a fundamentacdo ja consistente e sélida dos beneficios que o exercicio fisico

representa para a populacdo de maneira geral e agora, especificamente para individuos

X



parasitados por 7. cruzi. Levam a perspectivas reais de melhoria de atendimento a estes
individuos no contexto individual e de satde publica, fortalecendo a necessidade de
implantacdo de atividade fisica como opcao de tratamento complementar direcionado a esses

individuos.

Palavras-chave: Exercicio fisico moderado, Trypanosoma cruzi, c6lon, plexo mientérico,

TNF-a, TGF-B.
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ABSTRACT

Introduction: Trypanosoma cruzi, etiologic agent of Chagas’ disease by invading the host
reaches a wide variety of tissues, including heart, intestine/esophagus and central nervous
system. Megaesophagus and megacolon are described as the main lesions of the
gastrointestinal tract, and motility disorders are associated with constipation and swelling of
viscera, with or without thickening of the intestinal wall, proceedings relating to the
destruction of neurons in the enteric nervous system - SNE. The practice of moderate physical
exercise has contributed significantly to the maintenance of the number of myenteric neurons.
Likewise, moderate physical exercise is a factor of resistance to the development of protozoal
infections in animals, acting as a stimulator of immune response. However, reports of changes
produced in the myenteric plexus and the wall of the colon of mice subjected to moderate
exercise and infected by 7. cruzi not disposable. Thus, this study examined the influence of
moderate physical exercise on neurons of the total myenteric neuronal population, more
metabolically active neurons, nitrergic neurons and the wall of the colon of mice infected with
T. cruzi related aspects parasitologic and immunologic of infection. Materials and methods:
A total of 120 male Swiss mice at 30 days of age divided into four groups: Trained Control
(TC), Trained Infected (TI), Sedentary Control (SC) and Sedentary Infected (SI). CT and TI
groups underwent moderate exercise program on a treadmill for eight weeks. Three days after
the exercise groups TI and SI were inoculated with 1300 blood trypomastigotes of the Y
strain of 7. cruzi. The induction of chronic phase was achieved by administration of five
doses of benznidazole LAFEPE three doses (100 mg/Kg/b.m to 11, 15 and 22 days after
inoculation, dpi) and two doses (250 mg/Kg/b.m at 18 and 41 dpi), respectively. The
parasitemia was evaluated in the day 4 to day 61 after inoculation. After 75 days of infection
were quantified/measured neurons of total myenteric neuronal population (Giemsa), more
metabolically active neurons, (NADH-diaphorase) and immunoreactive neurons nNOS
(immunofluorescence) (5 animals/group/technical). It was further measured the thickness of
the intestinal wall, to show staining of intraepithelial lymphocytes (IEL) inflammatory foci
(hematoxylin-eosin) positive goblet cells (Periodic Acid Schiff (PAS) and Alcian blue (AB)
pH 1.0+ and 2.5+-10 animals/group), measured tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and
transforming growth factor-b (TGF-P) in plasma (ELISA - 10 animals/group). The results
were compared with ANOVA followed by Tukey test and Kruskal-Wallis test with a

significance level of 5%. Results: Moderate physical exercise reduced the peak of parasites
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on day 8 of infection (TI: 4.0 x 10° and SI: 9.8 x 10° trypomastigotes /mL) (p = 0.0132) and
total parasitemia (TI: 9.4 x 10° and IS: 16.9 x 10° trypomastigote/mL) (p = 0.0307).
Contributed to the survival of the number of neurons in the total myenteric neuronal
population 8.0% (TI x SI - p <0.05), NADH-d neurons in 26.0% (TI x SI - p <0.01) and
immunoreactive neurons nNOS 16.8% in the group (TI x SI - p <0.05). Infection by T. cruzi
caused a reduction in the number of neurons in the total myenteric neuronal population 39%
(SI x SC - p <0.05), NADH-d in 38.7% (SI x SC - p <0.01) and immunoreactive neurons
nNOS in 47.7 (SI x SC - p <0.05). The exercise physical caused hypertrophy of myenteric
neurons with increased nuclear area and cytoplasmic which resulted in increasing the area of
the body neuronal in the total myenteric neuronal population (p <0.05), NADH-d (p <0.05),
nitrergic neurons (p> 0.05) and an increase in total thickness of the intestinal wall 7.3% (TI x
SI - p <0.05). In sedentary animals to infection by 7. cruzi caused a reduction of the total
thickness of the intestinal wall in 6.7% (SI x SC - p <0.05). The physical exercise promoted
an increase of 5.7% of the IELs (TI x SI - p <0.05) compared to the number of enterocytes. In
sedentary animals the infection caused a reduction of 39.0% (SI x SC - (p> 0.05)) of
proportion of IELs. In the trained animals, the proportion of goblet cells mucin-producing
neutral (PAS+) and acidic (pH 2.5 + AB) and (AB + pH 1.0) was reduced by 2.0%, 15.0%
and 18 0% compared to the sedentary animals (p <.05). Moderate physical exercise prevented
the formation of inflammatory foci in the muscular bowel in 72.2% for TI x SI (p <0.01).
TNF-a and TGF- were increased by 18.0% (p <0.05) and 18.0% (p> 0.05) respectively,
whereas TI x SI. Conclusion: Moderate physical exercise alters the course of infection
decreasing parasitemia in the acute phase of experimental infection of mice with 7. cruzi
protects myenteric neurons and induces hypertrophy of neurons, meaning better prognosis for
the animal chronically infected with respect to the maintenance of intestinal peristalsis.
Furthermore, it causes increase of the total thickness of the intestinal wall increased number
of lymphocytes intra-epiteliais/enterdcitos, reducing the proportion of goblet cells/enterocytes
and the number of inflammatory foci and increased synthesis of TNF-o. and TGF-B. These
results deepen the already consistent and solid foundation of the benefits that physical
exercise is for the population in general and now, specifically for individuals parasitized by 7.
cruzi. Lead to real prospects for improvement for these individuals in the context of
individual and public health, strengthening the need for deployment of moderate physical

activity as a treatment option complementary directed to these individuals.
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CAPITULO 1

AGENTE ETIOLOGICO DA DOENCA DE CHAGAS E A EPIDEMIOLOGIA

A doenca de Chagas € resultante da infec¢do causada por um protozodrio flagelado
denominado Trypanosoma cruzi. E limitada primariamente ao continente americano em
decorréncia da distribuic@o do vetor estar restrito a este continente. Entretanto, sdo registrados
casos em paises ndo endémicos por outros mecanismos de transmissio (PORTAL DA
SAUDE, 2012). Estima-se que cerca de 10 milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas
por este parasito, principalmente na América Latina e mais de 25 milhdes estejam expostas ao
risco de contrair a infeccdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). No Brasil,
atualmente predominam os casos cronicos de doenga de Chagas, com aproximadamente trés
milhdes de pessoas infectadas (PORTAL DA SAIjDE, 2012). Contudo, nos dltimos anos, a
ocorréncia da doenca na fase aguda tem sido observada nos estados da Amazonia Legal, com
ocorréncia de casos isolados em outros estados, devido a ingestdo de alimentos contaminados
(caldo de cana, acai, bacaba, entre outros) e casos isolados por transmissdo vetorial
extradomiciliar PORTAL DA SAUDE, 2012). No periodo de 2000 a 2011, foram registrados
no Brasil 1.252 casos de doenca de Chagas aguda. Destes, 70% (877/1.252) foram por
transmissdo oral, 7% por transmissdao vetorial (92/1.252), e em 22% (276/1.252) nao foi

identificada a forma de transmissdo (PORTAL DA SAUDE, 2012).

CICLO DE VIDA DO PARASITO E SUAS FORMAS EVOLUTIVAS

O T. cruzi possui em seu ciclo de vida, nos hospedeiros vertebrados e invertebrados
varias formas evolutivas. Nos vertebrados sdo encontradas intracelularmente as formas
amastigotas em proliferacdo e, extracelularmente as tripomastigotas presentes no sangue
circulante, sendo ambas as formas infectantes para os vertebrados. Nos invertebrados, sdo
observadas extracelularmente formas denominadas esferomastigotas presentes no estdmago e
intestino do triatomineo que apds se diferenciarem em epimastigotas se proliferam no
intestino do inseto. Na sequéncia, através de um processo denominado metaciclogénese as

formas epimastigotas se transformam em tripomastigotas metaciclicas presentes no reto. A
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forma metaciclica constitui a forma mais natural de infeccdo para o hospedeiro vertebrado

(REY, 2008; LOURENCO, 2008).

PATOLOGIA DA DOENCA

Apés a infeccdo os pacientes desenvolvem a fase aguda da doenca apresentando
predominancia do parasito na corrente sanguinea, em niveis elevados. Além disso, varios
tecidos sao invadidos, dentre eles, o muscular e o nervoso (REY, 2008). No que se refere as
manifestacdes clinicas, é possivel observar presenca de febre, cefaléia, fraqueza intensa,
hepatoesplenomegalia e insuficiéncia cardiaca (REY, 2008).

Superada a fase aguda, 60% a 70% dos individuos infectados, evoluem para a forma
indeterminada cronica, sem nenhuma manifestacio clinica da doenca. Entre 30% a 40 dos
infectados desenvolve formas clinicas cronicas, relacionadas as complicacdes, cardiaca,
digestiva e/ou mista (cardiodigestiva) (CHAGAS, 2012).

A forma cronica cardiaca sintomadtica € caracterizada por insuficiéncia cardiaca,
resultante da diminuicdo da massa muscular que se apresenta muito destruida devido a
substituicdo por dreas de fibrose interrompendo fibras e fasciculos. Além disso, observa-se
destruicdo de neurdnios parassimpdticos, ocorrida, sobretudo na fase aguda da doenca,
trazendo como consequéncia uma ampla variedade de perturbacdes, tanto da formacdo dos
estimulos cardiacos, como de sua propagacdo (REY, 2008). Consequentemente ocorre o
surgimento da cardiomegalia resultante da incapacidade de adaptagdo do coragdo as condig¢des
surgidas pela desnervagcdo parassimpdtica, sendo denominada, cardiomegalia neurog€nica
(RASSTI et al., 2000; REY, 2008; DE LANA e TAFURI, 2011).

A forma digestiva é caracterizada pela formag¢do de megas, megaesdfago e megacélo,
sendo descritos como as principais lesdes encontradas na doenga de Chagas (REY, 2008). As
lesdes encontradas no tubo digestdrio sao subagudas e cronicas, acompanhadas da destrui¢do
de neurdnios do Sistema Nervoso Entérico - SNE (REY, 2008; DE LANA, TAFURI apud
NEVES et al., 2011; MOREIRA et al., 2011).

Do ponto de vista funcional, os neurdnios do SNE podem ser classificados como
neur6nios motores, interneurénios e neurdnios sensoriais (BREHMER, 2006; FURNES e
COSTA 2006). Os neurénios motores podem ser divididos em dois grupos, excitatorios e
inibitdrios, ambos inervam as tunicas musculares € a muscular da mucosa em todo o tubo

digestério. Os principais neuromediadores encontrados nos neurdnios excitatérios sao a
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acetilcolina e a substancia P. Os neurdnios inibitérios possuem vérios neuromediadores, como
NO (6xido nitrico), VIP e adenosina trifosfato (ATP) (FURNESS, 2000).

Os interneuronios estdo localizados em todas as camadas do tubo digestorio e sua
constituicdo neuroquimica varia muito, dependendo do 6rgdo em discussdao (FURNES e
COSTA 2006).

Os neurdnios sensoriais traduzem informagdes sobre o ambiente quimico e estado
fisico do tecido que eles inervam e transmitem essa informag@o para os interneurdnios, os
quais projetam a informacdo para os neuronios motores (FURNESS, 2000; BREHMER,
2006; FURNES e COSTA 2006). Essa comunicac¢do neuronal integrada modifica o estado
funcional do 6rgao.

Na doenca de Chagas, como resultado da destruicio de neurdnios mientéricos,
observa-se distirbio do peristaltismo, falta de coordenacdo motora, hipertrofia muscular e
finalmente, dilatagdo, levando ao aparecimento do megacolon chagasico (SANTOS JUNIOR,
2002; Da SILVEIRA et al., 2007; JABARI et al., 2011; PALLISERA et al., 2011), indicando
a necessidade de se investigar a populacdo neuronal total mientérica, neurdnios
metabdlicamente mais ativos e neurdnios nitrérgicos do célon de camundongos infectados por

T. cruzi.

TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O tratamento etiolégico para a doenca de Chagas baseia-se em dois farmacos, o
benzonidazol e/ou nifurtimox, que quando administrados durante a fase aguda da infecg¢do,
podem curar até 70% dos pacientes. No entanto, ambos os medicamentos tém eficicia
limitada na fase cronica (FABBRO et al., 2007; HASSLOCHER-MORENO et al., 2012).
Dessa forma, pacientes que foram submetidos ao tratamento etiol6gico podem apresentar
sintomas de constipacio e complicacdes intestinais graves (SANTOS JUNIOR, 2002),
consistindo a procura de medidas alternativas visando a melhoria da qualidade de vida desses
pacientes um grande desafio.

Individuos portadores da doenca de Chagas com estas alteragdes encontram-se
perdidos no sistema de satide brasileiro, pois o SUS (Sistema Unico de Satde) nio oferece um
caminho de atendimento direcionado a estes individuos (JUBERT, 2009). Em 2006, o
Ministério da Sadde brasileiro implantou o Nucleo de Apoio a Saide da Familia (NASF),

composto por profissionais das mais variadas dreas da saude, dentre eles o nutricionista, o
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educador fisico, o fisioterapeuta, o psic6logo e o enfermeiro. Este niicleo tem o objetivo de
apoiar as equipes minimas do Programa de Satde da Familia (PSF), garantindo fatores
especiais determinantes e condicionantes de bem-estar fisico, mental e social (PORTARIA N°
971, 2006). Esta iniciativa pode contribuir para a melhoria do atendimento de individuos
infectados por 7. cruzi.

O Laboratério de Doencga de Chagas da Universidade Estadual de Maringd tem como
meta a melhoria do atendimento ao paciente infectado por 7. cruzi (ARAUJO et al., 2000).
Investe em estudos de pesquisa bdsica e aplicada com este objetivo (SCHEBELESKI-
SOARES et al., 2009; MOREIRA et al., 2011; OCCHI et al., 2012).

TRATAMENTO ALTERNATIVO

A literatura mostra que a pratica do exercicio fisico moderado representa um fator de
resisténcia ao desenvolvimento de infec¢des causadas por protozodrios em animais (MALM,
2006), atuando como estimulador da resposta imunolégica (NAKAMURA et al., 2010), e
modulador positivo nas alteragdes neuroimunoenddcrina em pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica (ROSA, JIjNIOR, 2005). Pesquisas realizadas com animais mostram o0s
resultados da pratica de exercicio fisico sob a infeccdo experimental com 7. cruzi
(SCHEBELESKI-SOARES et al., 2009; OCCHI et al., 2012).

Especificamente, o exercicio fisico moderado tem contribuido de forma significativa
para a manuten¢do do nimero de neurdnios mientéricos comparando-se camundongos sadios
sedentarios e treinados (SILVA, 2006). No entanto, embora existam trabalhos sobre a
quantificacdo e morfometria de neurdnios do plexo mientérico de diferentes animais
(ODORIZZI et al., 2010; PEREIRA, et al., 2010), relato envolvendo altera¢des produzidas
sobre neurdnios do plexo mientérico e na parede do célon de camundongos submetidos ao

exercicio fisico moderado e infectados por 7. cruzi ndo estao disponiveis.
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OBJETIVOS

GERAL
% Verificar a influéncia do exercicio fisico moderado sobre neur6nios
mientéricos e da parede do célon de camundongos infectados por T. cruzi
relacionadas a aspectos parasitolégicos, histopatoldgicos e imunoldgicos da
infecgdo.
ESPECIFICOS

m Avaliar a influéncia do exercicio fisico moderado sobre:
= Parametros parasitolégicos
- Infectividade, periodos pré-patente e patente, pico de parasitos e
parasitemia total;
» Pardmetros clinicos
- Mortalidade;
- Massa corporal;
= Parametros histoldgicos
- Morfometria da parede do célon;
- Numero e morfometria de neurdnios mientéricos totais;
- Nimero e morfometria de neurdnios metabolicamente mais ativos e
imunorreativos a enzima 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS);
- Numero de células caliciformes do célon;
* Parametros imunoldgicos
- Numero de linfécitos intra-epiteliais do cdlon;
- Numero de focos inflamatérios da tinica muscular do célon;
- Sintese de citocinas interleucina: 10 (IL-10), interferon-y (IFN-y), fator

de necrose tumoral alfa (TNF-a) e fator de crescimento transformador-

B (TGF-B).
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CAPITULO 11

Artigo 1: Exercicio fisico moderado reduz parasitemia e protege neuronios
mientéricos do célon de camundongos infectados por Trypanosoma

cruzi
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Resumo

Foi avaliada a influéncia do exercicio fisico moderado sobre neurdnios mientéricos e da
parede intestinal do célon de camundongos infectados por Trypanosoma cruzi considerando
aspectos  parasitologicos e  imunoldgicos dainfeccdo. Foram  utilizados 40
camundongos suicos machos, 30 dias de idade, distribuidos em quatro grupos: Treinado
Infectado (TT); Sedentario Infectado (SI); Treinado Controle (TC) e Sedentario Controle (SC).
Os grupos TC e TI foram submetidos a programa de exercicio fisico moderado em
esteira rolante, durante oito semanas. Trés dias apds o término do exercicio fisico os grupos
TI e SI foram inoculados com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y deT.
cruzi. A indu¢ao da fase cronica foi obtida administrando-se cinco doses de LAFEPE
BENZNIDAZOL, trés doses (100mg/Kg/m.c. aos 11, 15 e 22 dia apds a inoculacdo, dpi) e
duas doses (250mg/Kg/m.c. aos 18 e 41 dpi), respectivamente. A parasitemia foi avaliada do
4°. - 61°. dpi. Ap6s 75 dias de infeccdo foram quantificados/medidos neurdnios mientéricos
do coélon (coloragdo de Giemsa - 5 animais/grupo), mensurada a espessura da parede
intestinal, contados linfécitos intra-epiteliais (LIE), focos inflamatérios (Hematoxilina-
Eosina), células caliciformes (Periodic Acid Schiff (PAS+) e Alcian Blue (AB) pH 1,0+ e
2,5+ (10 animais/grupo), dosados TNF-a e TGF-b no plasma (ELISA - 10 animais/grupo). Os
resultados foram comparados com os testes ANOVA-Tukey, KrusKall-Wallis, com
significancia de 5%. O exercicio fisico reduziu o pico de parasitos no 8° dia de infeccao
(P<0,05) e a parasitemia total (p<0,05). Contribuiu para a sobrevivéncia do ndmero
de neurdnios (p<0,05). Provocou hipertrofia de neurdnios (p<0,05), aumento da espessura
total da parede intestinal (p<0,05). No grupo TI a infeccdo promoveu aumento do nimero de
LIE (p>0,05). Nos animais treinados, o nimero de células caliciformes produtoras de mucinas
neutras (PAS+) e dcidas (AB pH 2,5+) e (AB pH 1,0+) estava reduzida em relagdo aos
animais sedentdrios (p<0,05). O exercicio fisico preveniu a formacdo de focos inflamatorios
em animais TI (p<0,05), proporcionou aumento da sintese de TNF-a (p<0,05) e TGF-
b (p>0,05). Os resultados mostram em nivel celular os beneficios do exercicio fisico,
reafirmando a possibilidade de melhoria de atendimento ao individuo chagasico associando

esta pratica a sua abordagem terapéutica convencional.

Palavras-chave: Treinamento fisico, Trypanosoma cruzi, c6lon, plexo mientérico, TNF-q,

TGF-p.
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Introducao

A doenca de Chagas causada por Trypanosoma cruzi constitui um grave problema de
saude publica nos paises onde é prevalente (Schmunis e Yadon 2010). Estima-se que cerca de
10 milhdes de pessoas no mundo estejam infectadas por este parasito, principalmente na
América Latina onde a doencga € endémica sendo que mais de 25 milhdes estdo expostas ao
risco de infec¢ao (World Health Organization 2013). No Brasil aproximadamente trés milhdes
de pessoas estdo infectadas atualmente (Portal da Saude 2013). Durante o curso da doenca, o
parasito invade uma ampla variedade de 6rgdos, incluindo coragdo, sistema nervoso central e
intestino/es6fago (Lana e Tafure 2011). O megaesdfago e o megacolo sdo descritos como as
principais manifestacdes, consequéncias de lesdes do trato gastrointestinal (Pallisera et al.
2011), e os disturbios de motilidade estdo associados a constipacdo e dilatacdo de visceras,
acompanhados ou ndo de espessamento da parede intestinal (Silveira et al. 2007), processos
decorrentes da morte de neurénios do Sistema Nervoso Entérico — SNE (Silveira et al. 2007;
Lana e Tafure 2011; Pallisera et al. 2011).

O tratamento etiologico para a doenca de Chagas baseia-se em dois farmacos, o
benzonidazol e/ou nifurtimox, que tém eficicia limitada na fase cronica (Fabbro et al. 2007;
Hasslocher-Moreno et al. 2012), condi¢do na qual a maioria dos infectados se encontra. Dessa
forma, pacientes que foram submetidos ao tratamento etiolégico podem apresentar sintomas
de constipacdo e complicagdes intestinais graves (Santos Junior 2002). A busca de medidas
alternativas de intervencodes visando a melhoria de abordagem desses pacientes consiste um
grande desafio.

O Laboratério de Doenga de Chagas da Universidade Estadual de Maringd tem como
meta a melhoria do atendimento ao paciente infectado por 7. cruzi (Aradjo et al. 2000).
Investe em estudos de pesquisa bdsica e aplicada com este objetivo (Schebeleski-Soares et al.
2009). Dados recentes mostram que a pratica do exercicio fisico moderado (esteira rolante)
tem contribuido de forma significativa para a manutengdo do ndmero de neurdnios
mientéricos (Brito Mari et al. 2008; Gagliardo et al. 2008). Da mesma forma, o exercicio
fisico moderado (esteira rolante) representa um fator de resisténcia ao desenvolvimento de
infec¢des causadas por protozodrios em animais (Soares et al. 2010; Occhi et al. 2012),
atuando como estimulador da resposta imunolédgica (Nakamura et al. 2010; Soares et al. 2010)

e modulador positivo nas altera¢cdes neuroimunoenddcrina em pacientes com insuficiéncia
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cardiaca cronica (Rosa e Junior 2005). Pesquisas realizadas com animais mostram os
resultados positivos da pratica de exercicio fisico moderado sob a infec¢do experimental por
T. cruzi (Schebeleski-Soares et al. 2009; Soares et al. 2010; Occhi et al. 2012). No entanto,
nao estdo disponiveis relatos de avaliacdo de alteracdes produzidas no plexo mientérico e na
parede do célon de camundongos submetidos ao exercicio fisico moderado e infectados por 7.
cruzi.

Sendo assim, este trabalho verificou a influéncia do exercicio fisico moderado sobre
neurdnios mientéricos € da parede do colon de camundongos infectados por 7. cruzi

relacionadas a aspectos parasitoldgicos e imunoldgicos da infecgdo.

Materiais e métodos

Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no uso de Animais em

Experimentacdo (CEAE), da Universidade Estadual de Maringa-Brasil (Parecer 046/2009).

Animais

O experimento foi realizado como ensaio cego, controlado, randomizado por sorteio e
repetido duas vezes. Foram utilizados em cada repeticdo 40 camundongos suicos machos,
com 30 dias de idade, distribuidos em dois grupos: Treinados (n=20) e Sedentérios (n=20).

Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno (dimensao 414 x 344 x
168mm) tampadas com grade zincada com depressdo central para deposicdo da ragdo e
garrafa de dgua. As caixas forradas com maravalha foram limpas duas vezes na semana,
permanecendo em biotério climatizado (temperatura entre 21 e 23°C) com ciclo claro/escuro

de 12 horas com 4gua (clorada) e racao (Nuvilab Cr-1°da Nuvital®) disponiveis ad libitum.

Protocolo de exercicio fisico

Os animais com 30 dias de vida foram submetidos ao programa de exercicio fisico
aerobio em esteira rolante (Inbrasport® modelo Classic CI® ), durante oito semanas, sendo
composto por uma sessdo didria de treinamento, cinco vezes na semana, com duracdo de 30 a
45 minutos com velocidade de seis a 14 m/min na primeira semana, 45 a 60 minutos e

velocidade de oito a 16 m/min na segunda semana e 60 minutos com velocidade de 10 a 20
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m/min nas demais (velocidade média de 13 m/min nas quatro primeiras semanas e de 17,5
m/min nas quatro ultimas), com inicio a partir das 18h00Om (ciclo escuro - respeitando o
habito noturno dos animais), temperatura entre 20 e 22° C. O protocolo de exercicio fisico que
foi utilizado corresponde a um esfor¢co moderado (Lerman et al. 2002; Schebeleski-Soares et
al. 2009).

A esteira possui adaptador para treinamento de animais de pequeno porte € um sistema
que permite a programacao das sessdes de treinamento e controle digital da velocidade com
sensibilidade de dois metros por minuto (m/min). O treinamento foi realizado no Laboratério
de Fisiologia do Esfor¢o do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (LABFISE/DFS/UEM).

Nao foram utilizados mecanismos de choque ou similares para induzir o animal a se
exercitar, assim como foi adaptado um suporte de papeldo na parte superior de cada raia para

que os animais que se cansassem tivessem opcao de descansar durante o treinamento.

Infecgao

Ap6s o término do programa de exercicio fisico, os animais foram redistribuidos em
quatro grupos: Treinado Controle (TC) submetido ao exercicio fisico e ndo infectado (n=10);
Treinado Infectado (TI) submetido ao exercicio fisico e posteriormente infectado (n=10);
Sedentario Controle (SC) mantido sedentario e nao infectado (n=10) e Sedentario Infectado
(SI) mantido sedentdrio e posteriormente infectado (n=10).

Foi utilizado in6culo de 1300 formas sanguineas da cepa Y de T. cruzi, (via i.p.)
(Moreira et al. 2011). Os grupos TI e SI foram inoculados trés dias apds o término do
programa de exercicio fisico. A infeccdo cronica foi obtida com cinco doses de
BENZNIDAZOL (LAFEPE-PE/Brasil), trés doses (100mg/Kg/m.c. aos 11, 15 e 22 dias apds

a inoculacao, dpi) e duas doses (250mg/Kg/m.c. aos 18 e 41 dpi), via oral-gavagem.
Avaliagdo da evolugdo da infec¢ao

A parasitemia foi avaliada em todos os animais infectados, utilizando a técnica de
Brener (1962). A contagem de parasitos foi realizada diariamente do 4° ao 15° dias apds a

inoculacdo (dpi) e em dias alternados do 15° ao 61° dpi. A curva foi tracada utilizando a

parasitemia média dos animais inoculados para cada grupo. Foram obtidos:
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v Periodo pré-patente: tempo médio, em dias, entre o dia da inoculagdo
experimental e o dia no qual foi observada positividade no exame de sangue a
fresco para cada grupo;

v’ Periodo patente: tempo médio, em dias, que cada grupo apresentou parasitemia
detectada no exame de sangue a fresco;

v" Pico de parasitos: representado pelo maior niimero de parasitos observados em
cada grupo a partir da curva de parasitemia média;

v’ Parasitemia total: média da soma do niimero de parasitos de cada animal;

v Mortalidade: foi anotada ao longo de todo o experimento por um periodo de 75
dias;

v Massa corporal dos animais: foi verificada uma vez por semana durante todo o

experimento.

Eutandsia e coleta de 6rgaos

Aos 75 dias apds a inoculacdo, todos os animais foram mortos com overdose de éter
etilico. O célon de cinco animais de cada grupo foi retirado e lavado com solucdo salina
0,85%, preenchido e imerso em solucdo fixadora de formol acético. Apds 48h foram
dissecados para confeccdo de preparados totais da tinica muscular e serosa, corados pela
técnica de Giemsa (Barbosa 1978) para evidenciar a populacdo neuronal mientérica total, a
qual foi contada e mensurada. A drea do c6lon expressa em cm’ foi calculada a partir d

largura e comprimento de cada 6rgdo coletado.

Andlise quantitativa de neur6nios mientéricos

Foram quantificados os neur6nios presentes em 120 campos microscopicos
distribuidos por toda a circunferéncia intestinal. Foi utilizado microscépio fotonico (Olympus
CBA), com objetiva de 40X. A desnervacdo foi avaliada pela comparacdo entre grupo teste e

controle, sendo expressa em porcentagem.

Anadlise morfométrica de neurdnios mientéricos
Foi mensurada a drea (um?®) do corpo celular e do niicleo de 300 neurdnios do plexo

mientérico de cada animal distribuidos por toda a circunferéncia intestinal de cada animal. Por
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isso, utilizou-se imagens capturadas em microscopio fotonico trinocular (MOTIC BS5)
acoplado a uma camera de video digital de alta definicado (MOTICAM 2000). As medidas

foram realizadas utilizando software Image-Pro Plus.

Andlise histoldgica da parede intestinal

Foram obtidos trés cortes histolégicos transversais com 4 um de espessura, de cinco
animais de cada grupo, corados com Hematoxilina-Eosina (HE) para quantificar linfécitos
intra-epiteliais (LIE) e focos inflamatdrios. Para andlise de células caliciformes, Periodic Acid
Schiff (PAS) foi utilizado para detec¢ao de mucinas neutras; Alcian Blue (AB) pH 2,5+ para
deteccao de sialomucinas/ sulfomucinas e Alcian Blue (AB) pH 1,0+: para deteccao de
sulfomucinas (Myers et al. 2008). Para a coloracdo de PAS e AB realizou-se contracolora¢io

com hematoxilina.

Andlise morfométrica da parede intestinal

Imagens capturadas com aumento de 200X foram utilizadas para mensurar a
espessura da tdnica mucosa, profundidade e largura da cripta, tela submucosa e a tinica
muscular, com aumento de 40X para medir a espessura total da parede, e aumento de 1000X
para mensurar a altura de enterdcitos e a drea de seus ntcleos. Oitenta (80) medidas foram
realizadas para cada estrutura, distribuidas uniformemente em toda a circunferéncia intestinal,
de cada camundongo. Foram utilizados cortes corados com HE e imagens capturadas com
camera digital (Moticam 2000 2.0 Megapixel) acoplada a microscépio de luz trinocular

(MOTIC B5).

Andlise quantitativa de linfécitos intra-epiteliais (LIE), células caliciformes e focos

inflamatorios.

Foram quantificadas 2500 células epiteliais de cada animal e calculado a propor¢ao
de linfécitos/100 células epiteliais (Chot et al. 1997) e células caliciformes/100 células
epiteliais (Hernandes et al. 2003), utilizando cortes corados com HE, PAS, AB pH 2,5+ ¢ AB
pH 1,0+.
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Foram ainda quantificados os focos inflamatérios € o numero de células
inflamatérias do foco em 10 campos microscopicos com 1,9 mm? de area distribuidos em toda
circunferéncia intestinal, na tinica muscular de trés cortes histoldgicos de cada animal para
obtencdo da média. Foram considerados focos inflamatérios, grupos com 10 ou mais células
inflamatdrias (Oliveira et al. 2007). Foi utilizado microscépio fotdnico (Olympus CBA), com

aumento de 400X.
Dosagem de citocinas

Foram dosadas citocinas Interleucina-10 (IL-10), Interferon-y (IFN-y), Fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e Fator de crescimento transformador-f§ (TGF-f). No plasma de
dez animais por grupo, pela técnica de ELISA (Enzyme Linked ImmuneSorbent Assay) de
captura, com pares de anticorpos da R&D system Inc® (Minneapolis-USA). As concentracdes
das citocinas foram determinadas com referéncia a curva padrdo obtida com citocina murina
recombinante. Os resultados foram expressos em pg/mL para IL-10, IFN-y e TNF-0 e em

ng/mL para TGF-f.
Analise estatistica

A distribui¢do dos dados foi verificada com o teste D" Agostino Pearson e/ou Shapiro-
Wilk. Dados com distribuicio normal foram expressos como média * desvio-padrdo e
comparados com o teste ANOVA-Tukey. Dados com distribuicdo ndo especificada foram
expressos como mediana e percentis 25 e 75 (P25 e P75) e comparados com o teste KrusKall-
Wallis e teste das Medianas. Foi utilizado nivel de significancia de 5% e o programa BioEstat

5.0®. Foi realizada estatistica de efeito site (http://www.uccs.edu/~lbecker/.), utilizando-se o

teste Effect size calculators, verificando-se a intensidade do efeito do exercicio fisico em
relacdo ao sedentarismo sobre a infeccdo murina por 7. cruzi. O efeito foi considerado
pequeno quando observado resultado < 0,2. Médio quando € observado efeito >0,2a<0,5 e

grande quando é observado efeito > 0,5.
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Resultados

Evolugao da infeccao

A curva de parasitemia apresentou perfil caracteristico da cepa Y de T. cruzi nos dois
grupos infectados. O pico de parasitos no 8° dia de infec¢do e a parasitemia total foram 60,0%
(p<0,05) e 44,3% (p<0,05) menores nos animais do grupo TI que o observado em animais do
grupo SI. Nado houve diferenca estatistica entre os grupos para infectividade, periodo pré-
patente e periodo patente assim como para a mortalidade (Figura 1 e Tabela 1) (p>0,05).

Durante a infec¢do a massa corporal dos animais manteve-se estdvel para os dois
grupos (p>0,05). Nao houve alteracdes significantes no comprimento, diametro e drea total do

c6lon dos camundongos avaliados (p>0,05).

Andlise quantitativa da populacdo neuronal mientérica total

A Tabela 2 e Figura 2 detalham a comparagao da populagdao neuronal mientérica total
entre os grupos estudados. O exercicio fisico protegeu a popula¢do neuronal mientérica total
em 17,1%. Este dado € resultante da subtracdo do porcentual da comparacdo de animais
treinados (TC x TI = 22,0% - p<0,05) menos o porcentual da comparagdo entre animais
sedentdrios (SI x SC =39,1% - p<0,05).

Quando o nimero de neur6nios foi projetado para a drea total do célon observou-se
que o exercicio fisico impediu significativamente a morte da populacdo neuronal mientérica
total em 8,0%. Este niimero € resultante da subtracao do porcentual da comparacao de animais
treinados (T1 x TC = 36,3% - p<0,05) menos o porcentual da comparacdo entre animais
sedentarios (SI x SC =44,1% - p<0,05) (Tabela 2 e Figura 2). A protecao neuronal obtida foi
confirmada pela estatistica de efeito verificando-se “grande efeito” de 1,1 para a comparagdo

(TI x SI).

Andlise morfométrica da populag@o neuronal mientérica total

O exercicio fisico e a infec¢do nos animais treinados (TI x TC) promoveram aumento de
30,0% da érea nuclear, 82,1% da éarea citoplasmética e consequentemente 59,2% da 4rea do
corpo neuronal (p<0,05). Nos animais sedentérios (SI x SC) a infec¢ao promoveu aumento de

27,2% da area nuclear, 55,0% da drea citoplasmatica e consequentemente 40,2% da area do
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corpo neurnal (p<0,05). O resultado da subtracdo entre os valores (59,2 — 40,2) fornece o
beneficio do exercicio fisico sobre neurdnios mientéricos em animais infectados que foi de

19,5% que significa “médio efeito” de 0,4 (Tabela 3).

Andlise morfométrica da parede intestinal

O exercicio fisico ndo provocou alteragdes sobre a espessura da tinica mucosa, altura do
enterdcito e a drea de seu nucleo, profundidade e largura da cripta, tela submucosa e tinica
muscular, quando comparados animais dos grupos TI e SI. Contudo, o exercicio fisico
provocou aumento da espessura total da parede intestinal de 7,3% (TI x SI - p<0,05). Nos
animais sedentdrios a infecc@o por 7. cruzi provocou reducdo da espessura total da parede

intestinal de 6,7% (SI x SC - p<0,05) (Tabela 4).

Numero de linfécitos intra-epiteliais (LIE), células caliciformes e focos inflamatérios

A infecc¢do nos animais treinados promoveu aumento de 44,7% (p>0,05) no nimero de
LIE. Nos animais sedentdrios a infec¢do promoveu reducdo no nimero de LIE de 39,0%
(p>0,05). O resultado da subtracdo entre estes valores (44,7 — 39,0) fornece o beneficio do
exercicio fisico em animais infectados que foi de 5,7% que significa “grande efeito” de 1,2
(Tabela 5).

O numero de células caliciformes nos animais treinados reduziu significativamente,
independentemente dos animais estarem infectados ou ndo. No grupo onde ocorreu interagdao
do exercicio fisico e a infec¢dao (TI), o exercicio foi responsavel pela reducdo de 2,0% no
nimero de células PAS-reativas. Este nimero € resultante da subtracdo do porcentual da
comparagdo de animais treinados (TC x TI = 9,0% - p<0,05) menos o porcentual da
comparacdo entre animais sedentdrios (SC x SI = 7,1% - p<0,05) (Tabela 5). A reducao do
numero de células caliciformes pelo exercicio fisico obtida foi confirmada pela estatistica de
efeito verificando-se “grande efeito” de 5,4 para a comparacao (T1 x SI).

Da mesma forma, foi observado nas sialomucinas e sulfomucinas (AB pH 2,5) e
sulfomucinas (AB pH 1,0) reativas. O exercicio fisico foi responsavel pela reducdo de 15,5%
(TC x TI =20,0% - SC x SI =2,5% - p<0,05) e 18,0% (TC x TI = 18,0% - SC x SI = 0,0% -
p<0,05) (Tabela 5), que foi confirmada pela estatistica de efeito verificando-se ‘“‘grande

efeito” de 4,0 e 3,0 para a comparacao (T1 x SI).
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O numero de focos inflamatérios na tdnica muscular intestinal dos animais TI foi
64,5% menor que nos animais SI (p<0,05) sendo que o exercicio fisico foi responsédvel pela
prevencdo de 72,2% (TI-TC x 100 divido por SI-SC) na formag¢do do nimero de focos
inflamatérios (Figura 3 e 4), confirmado pela estatistica de efeito verificando-se “grande

efeito” de 1,8 para a comparacgado (TI x SI).

Dosagem de citocinas

A Figura 5A mostra a comparagdo dos grupos para a produgdo de TNF- a. O exercicio
fisico proporcionou aumento significativo da sintese de TNF- a de 18,0% (p<0,05). Este
dado € resultante da variacdo entre o porcentual de comparagdo de animais treinados (TC x TI
=23,4% - p<0,05) e o porcentual da comparacao entre animais sedentarios (SI x SC =41,3%
- p<0,05), confirmado pela estatistica de efeito onde foi verificado “grande efeito” de 1,3 para
a comparacao (TI x SI).

A Figura 5B apresenta a comparagdo dos grupos para a producdo de TGF-. O
exercicio fisico proporcionou aumento nao significativo da sintese de TGF-B em 18,0%. Este
dado € resultante da variag@o entre o porcentual da comparagdo de animais treinados (TC x TI
=21,4% - p<0,05) e o porcentual da comparacio entre animais sedentdrios (SI x SC = 39,0%
- p<0,05), com “grande efeito” de 0,7 para esta comparacdo. Nao foram observados niveis

detectaveis para IFN-y e IL-10, nas condi¢des experimentais avaliadas.

Discussao

Este é o primeiro estudo realizado para verificar a influéncia do exercicio fisico
moderado sobre neurdnios mientéricos e da parede do célon de camundongos infectados por
T. cruzi considerando aspectos parasitolégicos e imunolégicos da infecgao.

Os parametros parasitolégicos mostraram que exercicio fisico moderado modificou a
evolucdo da infeccdo em relagdo ao sedentarismo. O pico de parasito e a parasitemia total
foram significativamente menores no grupo TI em relacdo ao observado em animais do grupo
SIL.

Estes resultados concordam com os de Schebeleski-Soares et al. (2009) que
observaram reducdo no pico de parasitos em camundongos BALB/c fémeas treinadas e

infectadas com a cepa Y de 7. cruzi. No presente trabalho ndo foi observado diferenca
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significante na massa corporal dos animais entre os grupos TI e SI provavelmente devido ao
equilibrio do sistema imunolégico associado a prética do exercicio fisico e, ao tratamento
descontinuo com benzonidazol para cronificacdo da infeccdo. Este farmaco, embora nao
apresente completa eficdcia de cura, impede a evolucao da parasitemia que é uma das causas
de morbidade da infeccdo por 7. cruzi (Ministério da Saude 2009; Hasslocher et al. 2012). Os
dados sugerem que o exercicio fisico esteja agindo sobre algum mecanismo regulatério de
controle imunolégico da parasitemia.

A modificacdo da evolugcdo da infec¢do pelo exercicio fisico conferiu protecao
significante a populacdo neuronal mientérica total tanto na drea amostral estudada (17,1%),
quanto para a projecdo do ndmero de neurOnios na drea total do célon (8,0%). Ambos os
dados resultaram em “grande efeito” do exercicio sobre a populagao neuronal. Em estudo
anterior, Moreira et al. (2011) observaram que a infec¢do por 7. cruzi promove redugdo da
populacdo neuronal mientérica total maior que 50,0% e que esta reducdo € dependente do
tamanho do inoculo que reflete a parasitemia. Neste estudo, como o exercicio fisico diminuiu
a parasitemia, proporcionou prote¢ao neuronal.

Os animais do grupo TC, apresentam porcentual neuronal significativamente maior
que os demais grupos. Os dados neuronais obtidos nos grupos TC e SC estdo de acordo com a
preservacdo neuronal observada por outros autores (Brito Mari et al. 2008; Gagliardo et al.
2008).

Quanto a morfometria neuronal mientérica, os animais treinados infectados
apresentaram neur6nios com aumento significativo da drea do corpo neuronal devido o
aumento da drea nuclear e citoplasmatica, confirmada pela estatistica de efeito como “médio
efeito” de 0,4. Esta alteracdo € sugestiva de aumento da expressdo génica para maior
producdo de proteinas em neurdnios colinérgicos e nitrérgicos, relativa a sintese das enzimas
colina-acetiltransferase e 6xido nitrico sintase neuronal, para formagao ativa da acetilcolina,
responsdvel pela contracdo muscular intestinal e do 6xido nitrico, relacionado a dilatagdo
muscular intestinal (Furnes e Costa 2006). Neste contexto, o aumento observado contribuiu
para a adaptacdo fisiol6gica, com melhora da condi¢do do animal a nivel celular, indicando
que a pratica do exercicio fisico moderado melhora o controle do peristaltismo intestinal em
animais infectados por 7. cruzi.

A doencga de Chagas é caracterizada por um processo inflamatério generalizado (Lana
and Tafure apud Neves 2011). Silveira et al. (2007) observaram no plexo mientérico do célon

de pacientes chagdsicos portadores de megacdélon, aumento da frequéncia de neurdnios
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excitatdrios produtores de substancia P, que quando secretada contribui para a neurogénese da
inflamacao (Winters et al. 1995). Da mesma forma, Silveira et al. (2007) encontraram altos
niveis de substancia P em pacientes com megacolo chagasico. No presente trabalho, sugere-se
que a hipertrofia de neurdnios possa estar relacionada com este marcador neuroquimico. A
literatura relata que a capsaicina (componente ativo da pimenta) estimula a liberacdo da
substancia P. No entanto, o uso continuo desta substincia leva a deplecdo da propria
substancia P (Costa 2013).

Os individuos portadores da doenca de Chagas encontram-se perdidos no sistema de
saide brasileiro (SUS-Sistema Unico de Sadde), sem um caminho direcionado de
atendimento (Jubert 2009). Sendo assim, parece bastante interessante associar o exercicio
fisico moderado como parte do tratamento da constipa¢do cronica em individuos infectados
na rede publica, para atuar como efeito estimulante do transito intestinal (Oettle 1991). Ainda,
a literatura apresenta evidéncias para sustentar a hipdtese de que o uso continuo da capsaicina
pode apresentar beneficios a pacientes chagasicos por diminuir a sintese da substancia P e
consequentemente minorar a morbidade, pela diminuicdo do processo inflamatério
generalizado (Costa 2013).

Na doenca de Chagas os disturbios de motilidade estdo associados a constipagdo e
dilatacdo de visceras, acompanhados ou niao de espessamento da parede intestinal (Silveira
2007). Este € o primeiro estudo que investiga a morfologia da parede intestinal em animais
treinados e posteriormente infectados por 7. cruzi, onde observou-se aumento significativo na
espessura da parede total, comparando-se T1 x SI e TI x TC, respectivamente.

Além disso, os animais treinados apresentaram reducdo significante da propor¢cdo de
células caliciformes em relacdo ao numero de enterdcitos. No grupo TI, o exercicio
moderado reduziu significativamente o ndmero de células (PAS-reativas), com “grande
efeito” de 5,4, para aquelas que produzem sialomucinas e sulfomucinas - dcidas (AB pH 2,5+)
com “‘grande efeito” de 4,0 e para as sulfomucinas - 4dcidas (AB pH 1,0+) com “grande efeito”
de 3,0 em relag@o ao grupo SI. As mucinas compdem o muco, que recobre o epitélio intestinal
protegendo-o (Myers et al. 2008). No caso deste estudo, a redu¢ao da secre¢ao de mucinas no
epitélio intestinal nos animais treinados, infectados ou nao por 7. cruzi, provavelmente deveu-
se ao fato do exercicio fisico moderado ter inibido o desenvolvimento da parasitemia,
impedindo a formacgdo de processo inflamatdério, mostrando que nao havia necessidade de
aumentar a secre¢do de mucinas, indicando que o muco que cobria o epitélio estava

cumprindo seu papel a contento.
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Nos animais sedentdrios e infectados, as células caliciformes que secretam mucinas
neutras (PAS+) aumentaram significativamente a secrecdo em resposta a infec¢do por 7.
cruzi. Durante um processo infeccioso na mucosa intestinal as células caliciformes aumentam
suas descargas liberando secrecdo (Furlan et al. 2004). Os componentes das mucinas
funcionam como falsos receptores para microorganismos, fazendo com que os mesmos sejam
envoltos pela camada de muco diminuindo sua capacidade patogénica (Furlan et al. 2004).

Observou-se redugdo significativa no nimero de focos inflamatérios em animais do grupo
TI em relagdo aos animais SI, sendo que o exercicio fisico moderado foi responsdvel pela
prevencdao na formagdo de focos inflamatérios mostrando ‘“grande efeito” de 1,8. Este
resultado certamente estd relacionado ao menor nimero de parasitos observado em animais
treinados. De acordo com a literatura (Silveira 2007), a grande maioria das células
inflamatérias encontradas nas camadas musculares de pacientes chagdsicos sdo leucdcitos
mononucleares que possuem potencial citotoxico. Estes leucdcitos quando ativados por T.
cruzi, liberam substancia toxica levando a destruicdo das células dispostas nas camadas
musculares sugerindo a participacdo das mesmas no processo de inflamagao e desnervacao
induzido pela infec¢ao por 7. cruzi. Os dados aqui obtidos sustentam a hip6tese levantada por
(Silveira 2007), visto que o nimero de focos inflamatdérios presentes nos animais do grupo SI
estava significativamente aumentado em relagdo ao grupo SC, expressando “grande efeito” da
infec¢do, implicando em reducdo significante do nimero de neurdnios mientéricos (SI x SC).

E importante destacar que a reducdo do nimero de focos inflamatérios no grupo TI é
observado concomitante ao aumento significativo da sintese de TNF-a, em relacdo aos
animais do grupo SI. Da mesma forma, o exercicio fisico moderado proporcionou aumento
significativo da sintese de TNF- a quando comparados animais treinados com sedentarios.
Aumento este confirmado pela estatistica de efeito (“grande efeito” de 1,3) O TNF-a possui
um importante papel na modulacdo da resposta imune, conferindo resisténcia a infec¢do por
T. cruzi (Abbas et al. 2008). Ainda, concentragdes elevadas de TNF-a induzem a caquexia,
sendo esta € um importante preditor de perda de massa corporal (Anker e Coats 1999).

O TGF-B e IL-10 sdo citocinas com capacidade de regular a resposta imune do
hospedeiro, particularmente as que envolvem macréfagos (Abbas et al. 2008). Os animais
treinados ¢ infectados (TI) apresentaram aumento da sintese de TGF-f em 18,0%,
significando “grande efeito” na comparacdo TI x SI, enfatizando a importancia da pratica do
exercicio fisico moderado para a regulagdo imune e controle da ativacdo de macréfagos em

resposta as alteracdes fisiolégicas decorrentes da infec¢do por 7. cruzi. Em fragmentos de
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necropsia de miocédrdio de humanos com cardiopatia chagdsica cronica e insuficiéncia
cardiaca congestiva, o TGF-f estava pouco expresso, sugerindo algum fator inibitério atuando
sobre macréfagos, podendo corresponder a imunodepressdo devido a presenca de 7. cruzi
(Reis et al. 2000).

Em conclusdo, o exercicio fisico moderado altera a evolu¢do da infeccdo diminuindo
parasitemia na fase aguda da infec¢do experimental de camundongos por 7. cruzi, protege a
populacdo neuronal mientérica total e induz a hipertrofia de neurdnios, significando melhor
progndstico para o animal cronicamente infectado com relacdo a manutengdo do peristaltismo
intestinal. Além disso, provoca aumento da espessura total da parede intestinal, aumento do
nimero de LIE, redu¢do da propor¢cao de células caliciformes e do nimero de focos
inflamatérios e aumento da sintese de TNF-a e TGF-B. Estes resultados aprofundam a
fundamentagdo ja consistente dos beneficios do exercicio fisico moderado e fortalecem a
necessidade de implantacdo de atividade fisica como opg¢do de tratamento complementar

direcionado a individuos infectados cronicamente por 7. cruzi.
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Figura 1. Curva de parasitemia média de camundongos suicos machos, apds 12 semanas de
idade, submetidos ao exercicio fisico e posteriormente infectados (TI) ou mantidos
sedentdrios e posteriormente infectados (SI). Infeccdo com 1300 tripomastigotas sanguineos
da cepa Y do T. cruzi. Simbolos diferentes (*,**) apresentam diferenca estatistica (p < 0,05)

entre T1 e SI no oitavo dia apds a infec¢ao. Teste: Mann-Whitney.

Tabela 1. Parametros parasitologicos avaliados em camundongos, suicos, machos, apds 12
semanas de idade submetidos ao exercicio fisico e posteriormente infectados (TI) e mantidos
sedentdrios e posteriormente infectados (SI) com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y

do T. cruzi, durante 75 dias.

Infectividade Periodo Pré- Periodo Patente Pico de Parasitos Parasitemia Total
Grupo (%) Patente (dias) (dias) (tripomastigotas/mL (tripomastigotas/mL
X 10% X 10%
TI (n=10) 100 50+1,1 13,0+ 8,0 40+34 9,4+46
SI (n=10) 100 42+04 13,4 +£9,0 9,8 +6,3 16,9°+9,5

(n = nimero de animais) Data shown as mean + standard deviation. Comparisons between TI and SI. (p<0,05).
Teste: Mann-Whitney.
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Tabela 2. Densidade neuronal mientérica* do c6lon de camundongos, suicos machos, com 22
semanas de idade, Treinado Controle (TC), Treinado Infectado (TI), Sedentario Controle (SC)
e Sedentdrio Infectado (SI). Infecgdo com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T.

cruzi, durante 75 dias.

Grupo
TC (n=5) TI(n=5) SC (n=5) SI(n=5)

Densidade neuronal 10.049,3" + 568.4 7.835,0" +496.8 7.711,4° +610.0 4.689,6° +230.0

em 45,6 mm®
Proje¢do do nimero
de neurdnios para a 88,6'+6,0 56,4°+24.4 546"+ 4.9 30,58+ 21,0

drea do célon X 10-

*Em 240 campos microscépicos com 45,6 mm” de didmetro. (n = nimero de animais). Dados apresentados como
média + desvio-padrdo seguidos de letras diferentes numa mesma linha apresentam diferenca significante

(<0,05). Teste: ANOV A-Tukey.

S

Figura 2. Microfotografia mostrando ganglio mientérico no c6lon de camundongos, suigos,

machos, com 22 semanas de idade corados com a técnica de Giema. Treinado Controle (TC),
Treinado Infectado (TI), Sedentdrio Controle (SC) e Sedentario Infectado (SI). Infec¢do com
1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T. cruzi, durante 75 dias. Microscopio fotdnico

(MOTIC B5S5), 200 X. Teste: ANOVA-Tukey.
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Tabela 3. Morfometria de neuronios mientéricos do célon de camundongos suicos, machos,
com 22 semanas de idade. Treinado Controle (TC), Treinado Infectado (TI), Sedentario
Controle (SC) e Sedentério Infectado (SI). Infec¢cdo com 1300 tripomastigotas sanguineos da

cepa Y do T. cruzi, durante 75 dias.

Grupo
Parametro TC (n = 5) TI(n=5) SC (n=5) SI(n=5)
Area do Nidcleo (um?)  53,5% (40,8; 69,6) 69,6" (54,3; 89,4) 45.8° (34,4; 60,0) 58,39 (44,2 76,6)
Area do Citzoplasma 75,2* (50,0; 116,6) 137,0b (92,3;225,7) 64,0° (42,2; 98,8) 99,2d (66,5; 155,2)
(um”)
Area do Corg)o celular 131,8%(98,3; 180,7) 209,9b (160,7; 310,3) 113,8°(81,0; 155,5) 159,6d (118,0; 229,2)
(um?)

(n = ndmero de animais). Valores apresentados como mediana percentil (25; 75) seguidos de letras diferentes
numa mesma linha apresentam diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Teste: KrusKall-Wallis.

Tabela 4. Andlise morfométria da parede intestinal do célon de camundongos suicos,
machos, com 22 semanas de idade. Treinado Controle (TC), Treinado Infectado (TI),
Sedentdrio Controle (SC) e Sedentédrio Infectado (SI). Infeccdo com 1300 tripomastigotas

sanguineos da cepa Y do 7. cruzi, durante 75 dias.

Medidas TC (n=5) TI (n=5) SC (n=5) SI(n=5)
Tinica mucosa (um) 156,2% (126,3; 181,0)  156,3* (133,2; 179,2) 149,3°(124,3; 174,1) 156,1* (131,3; 179,1)
Altura do enterdcito (um) 24,2% (23,1, 25,3) 23,1°(22,4;25.4) 23,4b (22,4;25,3) 23,2 (22,1; 25,1)
Area do nicleo do enterdcito (pmz) 23,2 (21,4;24,4) 23,5%(20,3;24,4) 23,9°(21,3;25,1) 23,4%(22,9;25,7)
Profundidade da cripta (um) 89,0% (86,3; 94.4). 90,3" (86.4; 95,5) 92,3°(85,2; 97,3) 90,5" (87,0; 95,3)
Largura da cripta (um) 25,5% (23,4, 28,2) 24.,4%(23,3; 26,0) 24,3% (22,6; 26,3) 24,4%¢ (23,3; 26,1)
Tela submucosa (um) 21,0 (18,2; 25,2) 22,1" (18,0; 25,2) 23,2%(20,4; 26,5) 22,2*(18,0; 24,4)
Tinica muscular (um) 207,2(180,3;252,2)  221,4"(179,3;249,2)  232,3°(204,2; 256,5) 220,1* (176,2; 244,1)
Parede total (um) 455,3"(370,2; 657,0)  482,2°(420,1; 702,0)  476,1° (420,2; 701,4) 449,1% (370,2; 624,1)

(n = ndmero de animais). Valores apresentados como mediana percentil (25; 75) seguidos de letras diferentes

numa mesma linha apresentam diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Teste: KrusKall-Wallis.
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Tabela S. Proporcdo de linfécitos/100 células epiteliais e células caliciformes/100 células
epiteliais da tinica mucosa do célon de camundongos sui¢cos, machos, com 22 semanas de
idade. Treinado Controle (TC), Treinado Infectado (TI), Sedentario Controle (SC) e
Sedentério Infectado (SI). Infec¢do com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T.

cruzi, durante 75 dias.

Linfécitos Células caliciformes
Grupo HE PAS AB pH 1,0 AB pH 2,5
TC (n=5) 2,38 £0,95 0,44* £ 0,01 0,45+ 0,01 0,44*+ 0,01
TI(n=5) 333+ 1,10 0,48+ 0,01 0,54°+ 0,01 0,52°+ 0,01
SC (n=5) 3,62 +1,54 0,56+ 0,02 0,57°+ 0,01 0,55°+ 0,01
SI(n=5) 2,21+0,72 0,60° +0,03 0,58°+0,01 0,55+ 0,01

H.E: Hematoxilina e eosina; P.A.S: periodic-acid-chiff; AB: Alcian blue. (n = nimero de animais). Médias + desvios padrdes

seguidos de letras diferentes numa mesma coluna apresentam diferenca estatisticamente significantes (p<0,05). Teste:

ANOVA-Tukey.
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Figura 3 Média e desvio-padrao de focos inflamatérios na tinica muscular de camundongos
suicos, machos, com 22 semanas de idade. Treinados Controles (TC; n=5), Treinados
infectados (TI; n=5), Sedentarios Controles (SC; n=5) e Sedentarios Infectados (SI; n=5).
Infec¢ao com 1300 formas sanguineas da cepa Y de 7. cruzi durante 75 dias. (n = nimero de
animais). Simbolos diferentes (*, **) representam diferenca estatistica entre os quatro grupos

(p<0,05). Teste: ANOV A-Tukey.
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Figura 4. Microfotografia mostrando células inflamatérias (seta), na tlinica muscular
intestinal de camundongos sui¢cos machos, com 22 semanas de idade, Treinados Controles
(TC; n=5), Treinados Infectados (TI; n=5), Sedentarios Controles (SC; n=5) e Sedentarios
Infectados (SI; n=5). Infec¢do com 1300 formas sanguineas da cepa Y de 7. cruzi durante 75
dias. (n = nimero de animais). (TC x SC x TI x SI) = (p <0,05). HE photonic microscope
(MOTIC B5S5), 200 X. Teste: ANOVA-Tukey.
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Figura 5. Média e desvio-padrdo dos niveis detectados das citocinas: (A) TNF-o e (B) TGF-
em camundongos suicos machos, com 22 semanas de idade, Treinado Controle (TC; n=10),
Treinado Infectado (TI; n=10), Sedentario Controle (SC; n=10) e Sedentario Infectado (SI;
n=10), infectado com 1300 formas sanguineas da cepa Y de 7. cruzi durante 75 dias. (n =
nimero de animais). (A) simbolos diferentes (¥, **) representam diferenca estatistica entre os

quatro grupos (p<0,05). Teste: KrusKall-Wallis.
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Atigo 2: Exercicio Fisico Moderado Protege Neuronios Mientéricos
Metabolicamente Mais Ativos em Camundongos Infectados por

Trypanosoma cruzi
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Resumo

Introdugdo e objetivo Devido a grande quantidade de pessoas infectadas por 7. cruzi e
auséncia de cura, este trabalho avaliou a influéncia do exercicio fisico moderado sobre
neurdnios NADH-diaforase positivos (NADH-d) do plexo mientérico e parede intestinal do
c6lon de camundongos infectados por 7. cruzi, considerando aspectos parasitolégicos e
imunolégicos.

Materiais e métodos Quarenta camundongos suicos machos com 30 dias, distribuidos em:
Treinado Infectado-TI; Sedentario Infectado-SI; Treinado Controle-TC e Sedentario Controle-
SC. Os grupos TC e TI foram submetidos a programa de exercicio fisico moderado em esteira
rolante, durante oito semanas. Trés dias apds o término do exercicio fisico TI e SI foram
inoculados (1300 tripomastigotas sanguineos 7. cruzi-cepa Y, i.p.). A parasitemia foi avaliada
do 4°.-61°. DI. Aos 75 DI foram quantificados/medidos neurdnios mientéricos do célon
(NADH-d), contados focos inflamatdrios, dosados TNF-o ¢ TGF-3 no plasma. Os resultados
foram comparados com ANOV A-Tukey, KrusKall-Wallis, 5% de significancia.

Resultados O exercicio fisico moderado reduziu o pico de parasitos no 8° dia de infeccao
(p=0,0132) e a parasitemia total (p=0,0307). Impediu a despopulacdo neuronal (p<0,01),
provocou hipertrofia destas células (p<0,05), prevenindo a formacgdo de focos inflamatérios
(p<0,01) e proporcionou aumento (p<0,01) na sintese de TNF- a ¢ TGF-8 (p>0,05).
Conclusdo O exercicio fisico moderado promove beneficios na infec¢do experimental por 7.
cruzi, diminuindo a parasitemia, preservando neurdnios mioentéricos e prevenindo

inflamacao.
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Palavras-chave: Treinamento fisico, Trypanosoma cruzi, c6lon, plexo mientérico, TNF-q,
TGE-p.

Introducao

O Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas atinge cerca de 10 milhdes de
pessoas no mundo, principalmente na América Latina onde a doenca € endémica com mais de
25 milhdes expostas ao risco de infec¢do [1]. No Brasil aproximadamente trés milhdes de
pessoas estdo infectadas [2]. T. cruzi ao infectar o hospedeiro provoca desenvolvimento de
processo inflamatério [3] e ativacao do sistema imunitdrio. Contudo, ele ndo € detido e invade
aleatoriamente diversos Orgdos, entre eles, coragdo, intestinos/esdéfago e sistema nervoso
central [3]. No tubo digestério ocorre destruicdo de neurdnios do Sistema Nervoso Entérico —
SNE [4, 5], com neurdnios inibitdrios e excitatorios [6]. Dentre estas populacdes verificam-se
neurOnios metabolicamente mais ativos [7], capazes de manter a homeostase das contracdes e
relaxamento muscular intestinal [8]. Apds a destrui¢do destes neurdnios, ocorre diminuicdo da
coordenacdo muscular e alteracdes do movimento peristaltico [3]. Individuos com estas
alteracdes apresentam retenc¢do do bolo alimentar e/ou fecal com consequente dilatagdo do
orgdo [9]. Dessa forma, estudos sobre neurdnios metabolicamente mais ativos do plexo
mientérico de animais infectados por 7. cruzi sdo necessarios.

Os medicamentos disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas sdo o benznidazol e
nifurtimox. Além de ambos poderem causar graves efeitos adversos, sdo de baixa eficdcia na
fase cronica da doenca [10]. Mesmo pacientes tratados podem apresentar sintomas de
constipacdo e complicacdes intestinais graves [I11]. Assim, a busca de tratamento
alternativo/complementar tem sido um grande desafio [12].

A infeccdo por T. cruzi promove destruicao significativa de neurdnios mientéricos [4,5]. O
exercicio fisico moderado representa um fator de resisténcia contra o desenvolvimento da

infeccdo causada por 7. cruzi em animais [13-15], modulando a resposta imunoldgica e
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neuroimunoenddcrina [14, 16,17]. Pesquisas realizadas com animais, onde € possivel
controlar a carga de exercicio fisico e a presenca de agente infeccioso, mostram os beneficios
desta préatica [13-15]. Especificamente, o exercicio fisico moderado promove protecdo eficaz
da populacdo neuronal total em camundongos infectados por 7. cruzi [18]. Comparando-se
camundongos sadios sedentdrios e treinados a pratica do exercicio fisico moderado mostra
efeito protetor para neurdnios metabolicamente mais ativos e neurdnios nitrérgicos [19]. No
entanto, nao estao disponiveis relatos de alteracdes produzidas em neur6nios metabolicamente
mais ativos do plexo mientérico do célon de camundongos submetidos ao exercicio fisico
moderado e infectados por 7. cruzi.

Sendo assim, este trabalho avaliou a influéncia do exercicio fisico moderado sobre neurdnios
NADH-diaforase positivos (NADH-d) do plexo mientérico e da parede do célon de
camundongos infectados por 7. cruzi considerando ainda o impacto relacionado a aspectos

parasitolégicos, imunolégicos e patolégicos.

Materiais e Métodos
Aspectos éticos
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no uso de Animais em

Experimentacdo (CEAE), da Universidade Estadual de Maringé-Brasil (Parecer 046/2009).

Animais

O experimento foi realizado como ensaio cego, controlado, randomizado por sorteio e
repetido duas vezes. Foram utilizados em cada repeticdo 40 camundongos sui¢os machos, 30
dias de idade, distribuidos em: Treinados (n=20) e Sedentarios (n=20).

Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno, forradas com maravalha,

limpas duas vezes na semana e permanecendo em biotério climatizado (temperatura entre 21 e
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23°C) com ciclo claro/escuro de 12 horas com &4gua (clorada) e racdao (Nuvilab Cr-1° da
Nuvital®) disponiveis ad libitum.
Protocolo de exercicio fisico moderado

Os animais com 30 dias de vida foram submetidos ao programa de exercicio fisico
aerobio moderado em esteira rolante (Inbrasport® modelo Classic CI® ), durante oito semanas,
composto por uma sessao didria de treinamento, cinco vezes na semana, com duracio de 30 a
45 minutos com velocidade de seis a 14 m/min na primeira semana, 45 a 60 minutos e
velocidade de oito a 16 m/min na segunda semana e 60 minutos com velocidade de 10 a 20
m/min nas demais (velocidade média de 13 m/min nas quatro primeiras semanas e 17,5
m/min nas quatro dltimas), com inicio a partir das 18h0O0Om (ciclo escuro - respeitando o
habito noturno dos animais). Este protocolo corresponde a um esfor¢co moderado [14, 20].

Nao foram utilizados mecanismos de choque ou similares para induzir o animal a se exercitar.

Infecgao

Ap6s o término do programa de treinamento fisico, os animais foram redistribuidos em:
Treinado Controle (TC) (n=10); Treinado Infectado (TI) (n=10); Sedentirio Controle (SC)
(n=10) e Sedentario Infectado (SI) (n=10).

Foram in6culados 1300 formas sanguineas da cepa Y de 7. cruzi, (via i.p.). Os grupos Tl e SI
foram inoculados trés dias apds o término do programa. A fase cronica foi obtida com trés
doses de BENZNIDAZOL (LAFEPE-PE/Brasil), (100mg/Kg/m.c.) aos 11, 15 e 22 dias apds
a inoculag@o-dpi e duas doses (250mg/Kg/m.c.), aos 18 e 41 dpi, via oral-gavagem.

Avaliagdo da evolugdo da infec¢ao

A parasitemia foi avaliada em todos os animais infectados, utilizando a técnica de [21]. A
contagem de parasitos foi realizada do 4° ao 15° dias apds a inoculacdo (dpi) e em dias

alternados do 15° ao 61° dpi. A curva foi tragada utilizando a parasitemia média dos animais.
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A partir da andlise da curva de parasitemia foram determinados os periodos pré-patente e
patente, pico de parasitos e parasitemia total. Foi calculada a porcentagem de mortalidade dos

animais e semanalmente a massa corporal (gramas).

Eutanasia e coleta de 6rgaos
Aos 75 dpi, os animais foram eutanasiados. O célon de cinco de cada grupo foi submetido a
técnica histoquimica da NADH-d segundo [7]. A drea do c6lon expressa em cm” foi calculada

medindo largura e comprimento do material coletado.

Andlise quantitativa de neur6nios mientéricos NADH-d

Foram quantificados os neurdnios presentes em 120 campos microscépicos 45,6mm? foténico
(Olympus CBA), com objetiva de 40X distribuidos por toda a circunferéncia intestinal. A
desnervacao foi avaliada pela comparacdo entre grupo teste e controle, sendo expressa em

porcentagem.

Anadlise morfométrica de neurdnios mientéricos NADH-d

Foi mensurada a érea (pmz) do corpo celular e do niicleo de 300 neur6nios do plexo
mientérico distribuidos por toda a circunferéncia intestinal/cada animal. As imagens foram
capturadas em microscépio fotonico trinocular (MOTIC B5) acoplado a uma camera de video
digital de alta definicdo (MOTICAM 2000). As medidas foram realizadas utilizando software
Image-Pro Plus.

Andlise histoldgica e quantitativa de focos inflamatorios na parede intestinal

Foram utilizados 5 animais por grupo e obtidos de cada trés cortes transversais com 4 pum de
espessura, para quantificar os focos inflamatérios e o nimero de células inflamatérias em 10

campos microscépicos com 1,9 mm? de diametro distribuidos em toda circunferéncia
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intestinal, na tdnica muscular de trés cortes histoldgicos de cada animal para obtencdo da
média. Foram considerados focos inflamatoérios aqueles com 10 ou mais células inflamatérias
[22]. Foi utilizada a coloragcdo Hematoxilina-Eosina (HE). Foi utilizado microscépio fotonico

(Olympus CBA), com objetiva de 40X.

Dosagem de citocinas

Foram dosadas Interleucina-10 (IL-10), Interferon-y (IFN-y), Fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e Fator de crescimento transformador-B (TGF-B). Foi utilizado o plasma de dez
animais por grupo e a técnica de ELISA (Enzyme Linked ImmuneSorbent Assay) de captura,
com pares de anticorpos da R&D system Inc® (Minneapolis-USA). A técnica foi
desenvolvida de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. A concentracdo das
citocinas foi determinada com referéncia a curva padrdo obtida com citocina murina
recombinante. Os resultados foram expressos em pg/mL para IL-10, IFN-y e TNF-a e em

ng/mL para TGF-f.

Andlise estatistica

A distribuicao dos dados foi verificada com o teste D*Agostino Pearson e/ou Shapiro-Wilk.
Dados com distribui¢do normal foram expressos como média t desvio-padrdo e comparados
com o teste ANOVA-Tukey. Dados com distribui¢do ndo especificada foram expressos como
mediana e percentis 25 e 75 (P25 e P75) e comparados com o teste KrusKall-Wallis e teste
das Medianas. Foi utilizado nivel de significAncia de 5% e o programa BioEstat 5.0°. Foi

realizada estatistica de efeito site (http://www.uccs.edu/~Ibecker/.), utilizando-se o teste Effect

size calculators, verificando-se a intensidade do efeito do exercicio fisico em relagdo ao

sedentarismo sobre a infeccao murina por 7. cruzi. O efeito foi considerado pequeno quando
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observado resultado < 0,2. Médio quando € observado efeito > 0,2 a < 0,5 e grande quando &
observado efeito > 0,5.

Resultados

Evolu¢ao da infeccao

O pico de parasitos no 8° dia de infec¢do e a parasitemia total foram 48,1% (p=0,0077) e
72,3% (p=0,0065) menores nos animais do grupo TI que o observado em animais do grupo
SI. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos para infectividade, periodo pré-patente e
periodo patente assim como para a mortalidade (Fig. 1 e Tabela 1) (p>0,05).

Durante a infec¢do a massa corporal dos animais manteve-se estavel para TI e SI (p=0,6914).
Nao houve alteracdes significantes no comprimento, diametro e area total do célon dos

camundongos avaliados (p>0,05).

Andlise quantitativa de neur6nios mientéricos NADH-d

O treinamento protegeu os neurénios NADH-d em 15,2%. Este dado € resultante da subtragao
do porcentual da comparacdo de animais treinados (TC x TI = 22,4% - p<0,01) menos o
porcentual da comparacdo entre animais sedentdrios (SI x SC = 37,6% - p<0,01) (Tabela 2 e
Fig. 2).

Ao projetar o nimero de neur6nios para a area total do célon observou-se que o exercicio
fisico impediu significativamente a morte de neur6bnios NADH-d em 26,0%. Numero
resultante da subtragdo do porcentual da comparacdo de animais treinados (TI x TC = 11,5% -
p<0,01) menos o porcentual da comparag@o entre animais sedentarios (SI x SC = 37,5% -
p<0,01) (Tabela 2 e Fig. 2). A protecdo neuronal obtida foi confirmada pela estatistica de

efeito verificando-se “grande efeito” de 9,1 para a comparacgdo (TI x SI).

Analise morfométrica de neurdnios mientéricos NADH-d
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O exercicio fisico e/ou a infeccdo nos animais do grupo TI provocaram hipertrofia em
neurdnios NADH-d, quando comparados aos neuronios de animais sedentdrios infectados SI.
O resultado da subtragdo entre os valores (drea nuclear TC x TI = 7,1% — SC x SI = 11,4%),
(area citoplasmatica TC x TI = 6,8% — SC x SI = 15,5%) e (corpo neuronal TC x TI = 24,8%
— SC x SI = 3,0%) comprova o aumento e indica o beneficio do treinamento sobre neurdnios
NADH-d em animais infectados que foi de (4,3% - 4rea nuclear), (8,7% - area citoplasmatica)
e (21,8% - corpo neuronal) que significa “pequeno efeito” de 0,02 para a comparacao TI x SI.

(Tabela 3).

Proporcao de focos inflamatérios e dosagem de citocinas

O ndmero de focos inflamatorios na tinica muscular intestinal dos animais TI foi 64,5%
menor que nos animais SI (p<0,01) sendo que o exercicio fisico foi responsdvel pela
prevencdo de 72,2% (TI-TC x 100 divido por SI-SC) na formag¢do do nimero de focos
inflamatoérios (Tabela 4), confirmado pela estatistica de efeito, verificando-se “grande efeito”
de 1,8 para a comparacdo TI x SL.

O exercicio fisico proporcionou aumento significativo da sintese de TNF- a de 18,0%
(p<0,01). Este dado € resultante da variagdo entre o porcentual de comparacdo de animais
treinados (TC x T1 = 23,4% - p<0,01) e o porcentual da comparacao entre animais sedentérios
(SIx SC =41,3% - p<0,01), confirmado pela estatistica de efeito onde foi verificado “grande
efeito” de 1,3 para a comparagdo (TI x SI) (Tabela 4).

O exercicio fisico proporcionou aumento ndo significativo da sintese de TGF-f3 em 18,0%.
Este dado € resultante da varia¢ao entre o porcentual da comparacdo de animais treinados (TC
x TT = 21,4% - p<0,01) e o porcentual da comparac@o entre animais sedentarios (SI x SC =
39,0% - p<0,01), com “grande efeito” de 0,7 para esta comparacdo (Tabela 4). Nao foram

observados niveis detectaveis para IFN-y e IL-10, nas condicdes experimentais avaliadas.
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Discussao

Este € o primeiro estudo realizado para verificar a influéncia do exercicio fisico moderado
sobre neurOnios metabolicamente mais ativos e da parede do célon de camundongos
infectados por 7. cruzi considerando ainda o impacto relacionado a aspectos parasitoldgicos,
imunolégicos e patolégicos.

Os dados parasitolégicos mostraram que o exercicio fisico moderado modulou o
desenvolvimento da infec¢do de forma diferente do observado em animais sedentérios. O pico
de parasitos e a parasitemia total foram significativamente menores no grupo TI que o
observado no grupo SI. Estes resultados estdo de acordo com Schebeleski-Soares et al. e
Occhi et al. [14, 16], que observaram reducdo significante no pico de parasitos em
camundongos de duas linhagens distintas de ambos os sexos submetidos a exercicio fisico
moderado pré-infeccdo com a cepa Y de T. cruzi.

No presente estudo ndo foi observado diferenga significante na massa corporal dos animais
entre os grupos TI e SI (p>0,05) durante a evolucdo da infeccdo. Esta homeostase
provavelmente deveu-se a uma resposta positiva dos animais advinda da modulacdo do
sistema imune pelo exercicio fisico moderado e ao tratamento descontinuo com o benznidazol
para cronificacdo da infec¢do. Este farmaco, embora nio apresente completa eficdcia de cura,
impede a evolugdo da parasitemia que €, em ultima andlise, uma das causas de morbidade da
infeccao por T. cruzi [10].

A modulacdo da evolugdo da infeccdo pelo exercicio fisico moderado conferiu protecdo ao
grupo de neur6nios metabolicamente mais ativos tanto na drea amostral estudada (15,2%),
quanto para a projecdo do ndmero de neurdnios na drea total do célon (26,0%). Ambos os

dados resultaram em ‘“‘grande efeito” do exercicio para protecdo de neurébnios NADH-d. A
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técnica histoquimica da NADH-d marca neur6nios metabolicamente mais ativos por meio da
ativacdo da enzima NADH-d, localizada na matriz mitocondrial [7, 23], no entanto, ndo
permite diferenciar neurdnios inibitérios de excitatérios, responsdveis pelos reflexos de
dilatacdo e contracdo da parede intestinal [6, 8]. Os resultados obtidos evidenciam os
beneficios do exercicio fisico moderado para a preservacdo dessas classes neuronais e
reforcam a importancia da inser¢do de um programa de atividade fisica moderada com
perspectivas reais de melhoria de atendimento a individuos infectados por 7. cruzi num
contexto de saude publica.

Nos animais sedentdrios controles e infectados, observou-se decréscimo significativo do
numero de neurénios NADH-d (SI x SC). Da mesma forma, Maifrino et al. [24] evidenciaram
decréscimo da populagdo NADH-d mientérica no c6lon proximal de camundongos infectados
com T. cruzi, em relagdo ao seu controle. No presente estudo a redugdo ndo se relacionou a
alteracdes morfométricas da area do célon dos animais infectados, visto que o comprimento e
o diametro do 6rgdo mantiveram-se inalterados.

Os animais do grupo TC, apresentaram percentual neuronal significativamente maior que os
demais grupos. Os dados neuronais obtidos nos grupos TC e SC estdo de acordo com os
encontrados por Clebis [25] que ao trabalhar com ratos observou aumento do nimero de
neur6nios NADH-d, do jejuno de ratos treinados (corrida em esteira) em relacdo aos
sedentdrios (12 meses de idade). Gagliardo [26] ao avaliar os neurénios NADH-d das por¢des
ascendente e descendente do célon de ratos Wistar, sedentarios (seis ¢ 12 meses de idade) e
submetidos a um programa de atividade fisica (corrida em esteira) 12 meses, observou que o
nimero de neurdnios estava ligeiramente aumentado nos animais que praticaram atividade
fisica em relacdo aos sedentdrios.

Os dados morfométricos mostraram que neur6énios NADH-d sobreviventes nos animais do

grupo TI apresentaram hipertrofia com aumento da area nuclear e citoplasmatica em relagdo
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aos animais do grupo SI (p>0,05), confirmada pela estatistica de efeito com “pequeno efeito”
de 0,02. O aumento da drea nuclear e citoplasmatica apresentado em neuréonios NADH-d
mientéricos pelo exercicio fisico moderado parece ser benéfico, sugerindo aumento da sintese
de proteinas envolvidas no controle da contracio e relaxamento da parede intestinal,
indicando que a pratica do exercicio fisico moderado faz-se necessaria.

Quanto ao processo inflamatério na tinica muscular, observou-se redugdo significativa no
nimero de focos inflamatérios em animais do grupo TI em relacdo aos animais SI, sendo que
o exercicio fisico moderado foi responsiavel pela preven¢do na formagdo de focos
inflamatérios mostrando “grande efeito” de 1,8. Este resultado certamente esté relacionado ao
menor nimero de parasitos observado em animais treinados. De acordo com Silveira [27], a
grande maioria das células inflamatérias presentes nas camadas musculares do colo de
pacientes chagdsicos, portadores e nao portadores de megacolo sdo leucdcitos mononucleares,
0s quais possuem potencial citotéxico. Estes leucécitos quando ativados por 7. cruzi, liberam
uma substincia toxica levando a destrui¢ao das células dispostas nas camadas musculares. O
trabalho de Silveira [27] proporciona embasamento para hipotetisar a participagdo das células
inflamatdrias no processo de desnervacdo neuronal, induzido pela infec¢do causada por T.
cruzi. Os dados aqui obtidos sustentam a hipétese levantada Silveira [27], visto que o nimero
de focos inflamatérios presentes nos animais do grupo SI estava significativamente
aumentado em relacdo ao grupo SC, com “grande efeito” da infeccdo de 2,7, conferindo
redu¢do do ndmero significante do nimero de neurénios NADH-d (SIx SC).

E importante destacar que a redugio do nimero de foco inflamatério no grupo TI é observado
concomitante ao aumento da sintese de citocinas, visto que os animais deste grupo (TI)
produziram significativamente mais TNF-a que os animais do grupo SI. Da mesma forma, O
exercicio fisico moderado proporcionou aumento significativo da sintese de TNF- a quando

comparados animais treinados com sedentarios. Aumento este confirmado pela estatistica de
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efeito (“grande efeito” de 1,3). O aumento significante da sintese de TNF-a justifica a reducao
na curva de parasitemia, inibicdo da formacdo de foco inflamatério e protecio de neuronios
NADH-d.

Segundo a literatura, concentragdes elevadas de TNF-a induzem a caquexia, sendo esta
citocina um importante preditor de perda de massa corporal [28]. Contudo, o TGF-3 ¢ IL-10
sdo citocinas com capacidade de manter a homeostasia da resposta imune do hospedeiro,
particularmente as que envolvem macrofagos [29]. No presente estudo embora ndo
significante os animais treinados e infectados (TT) apresentaram aumento da sintese de TGF-3
mostrando “grande efeito” de 0,7 para a comparacao (TI x SI), enfatizando a importancia da
pratica do exercicio fisico moderado para a regulacdo imune e controle da ativacdo de
macréfagos em resposta as alteragdes fisiologicas decorrentes da infec¢do por 7. cruzi no
hospedeiro. Estudos realizados em fragmentos do miocardio de pacientes humanos com
cardiopatia chagdsica cronica e insuficiéncia cardiaca congestiva, apds irem a o&bito,
mostraram que o TGF-PB estava pouco expresso, sugerindo algum fator inibitério atuando
sobre macréfagos, podendo corresponder a imunodepressdo devido a presenca de 7. cruzi
[30].

Em conclusio, o exercicio fisico moderado limita o desenvolvimento da infec¢dao diminuindo
parasitemia na fase aguda de camundongos inoculados com 7. cruzi, protege a populacdo de
neurdnios metabolicamente mais ativos e induz a hipertrofia de neurdnios, significando
melhor progndstico para o animal cronicamente infectado com relacio a manutengdo do
peristaltismo intestinal. Além disso, provoca reducdo do nimero de focos inflamatérios e
aumento da sintese de TNF-o e TGF-B. Estes resultados aprofundam a fundamentacéo ja
consistente dos beneficios do exercicio fisico moderado e levam a perspectivas reais de

melhoria de atendimento a individuos infectados cronicamente por 7. cruzi.
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Fig. 1 Curva de parasitemia média de camundongos suicos, apds 12 semanas de idade,
submetidos ao exercicio fisico e posteriormente infectados (TI) ou mantidos sedentarios e
posteriormente infectados (SI). Infec¢cdo com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do
T. cruzi, durante 75 dias. Comparacdo entre TI e SI no oitavo dia apds a infeccdo. (p =

0,0077). Teste: Mann-Whitney.
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Tabela 1 Parametros parasitolgicos avaliados em camundongos, sui¢os, machos, apds 12
semanas de idade submetidos ao exercicio fisico e posteriormente infectados (TI) e mantidos
sedentdrios e posteriormente infectados (SI) com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y

do T. cruzi, durante 75 dias.

Infectividade Periodo Pré- Periodo Patente Pico de Parasitos Parasitemia Total
Grupo (%) Patente (dias) (dias) (tripomastigotas/mL (tripomastigotas/mL
X 109 X 10°)
TI (n = 10) 100 531+1,44 7,00 +4,21 298 +1,14 4,65 +1,60
SI(n=10) 100 4,42 +£0,51 5,58 £0,51 5,71 +£3,32 16,83" + 28,27

(n = nimero de animais) Dados apresentados como média + desvio-padrdo. Comparacdes entre TI e SI. (a: p =

0,0077; b: p = 0,0065). Teste: Mann-Whitney.

Tabela 2 Densidade neuronal mientérica* do c6lon de camundongos, suicos machos, com 22
semanas de idade, Treinado Controle (TC), Treinado Infectado (TI), Sedentario Controle (SC)
e Sedentdrio Infectado (SI). Infeccdo com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T.

cruzi, durante 75 dias.

Grupo
TC (n=15) TI (n = 5) SC(n=Y>5) SI(n=15)
Densidade neuronal
9.849,3" +756.88 7.635,2° +830.8 6.731,4° +579.9 4.195,6° £761.8
em 45,6 mm?>
Projecdo do nimero
de neurdnios para a 62,2 +45,0 55,0°+3,2 39,7°+74 24,8'+3.4

drea do célon X 107

*Em 240 campos microscépicos com 45,6 mm” de didmetro. (n = ndmero de animais). Dados apresentados como
média + desvio-padrdo seguidos de letras diferentes numa mesma linha apresentam diferenca significante

(p<0,01). Teste: ANOVA-Tukey.
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Fig. 2 Microfotografia mostrando ganglio mientérico no c6lon de camundongos, suicos,
machos, com 22 semanas de idade, marcados com NADH-d. Treinado Controle (TC),
Treinado Infectado (TI), Sedentdrio Controle (SC) e Sedentario Infectado (SI). Infec¢do com
1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do 7. cruzi, durante 75 dias. Microscopio fotdnico

(Olympus BX50), 200 X. Teste: ANOVA-Tukey.
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Tabela 3 Morfometria de neurdnios mientéricos do célon de camundongos sui¢os, machos,
com 22 semanas de idade. Treinado Controle (TC), Treinado Infectado (TI), Sedentario
Controle (SC) e Sedentério Infectado (SI). Infeccdo com 1300 tripomastigotas sanguineos da

cepa Y do T. cruzi, durante 75 dias.

Grupo
Parametro TC (n = 5) TI (n = 5) SC (n=15) SI(n=15)
Area do Niicleo (um®) 70,0° (55,1; 92,0) 75,0 (57,0, 92,0 66,4 (54,3; 87,2) 74,0% (56,1; 93,0)
Area do Citoplasma (um’) 102,0° (72,1; 154,0) 96,0° (66,4; 132,3) 101,0%° (65,0; 140,0) 86,0% (61,2; 147,0)

Area do Corpo celular (um®)  180,0°(133,0;237,0)  173,0° (127,0;221,0)  165,1° (135,3;2254)  160,0° (123,2; 245.0)

(n = ndmero de animais). Valores apresentados como mediana percentil (25; 75) seguidos de letras diferentes

numa mesma linha apresentam diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Teste: KrusKall-Wallis.

Tabela 4 Média e desvio-padrao de focos inflamatdrios na tinica muscular e concentracio de
TNF-a ¢ TGF- de camundongos suicos, machos, com 22 semanas de idade. Treinados
Controles (TC), Treinados infectados (TI), Sedentarios Controles (SC) e Sedentarios

Infectados (SI). Infec¢do com 1300 formas sanguineas da cepa Y de T. cruzi durante 75 dias.

Grupo
TC (n=5) TI(n=135) SC (n=5) SI(n=5)
No. de focos inflamatérios  0,8* +0,8 28 +14 0,7+ 0,9 7.9°+36
TNF-a X 10-° (pg/mL) 10,7 £5,1 13,2 +8,8 7,7+4,6 45°+33
TGF-B (ng/mL) 22,4 +10,8 17,6 10,2 18,9 +9,3 11,6 £6,0

(n = ndmero de animais). Dados seguidos de letras diferentes numa mesma linha apresentam diferenca

significante (p < 0,05). Fonte: Moreira et al. [31]. Teste: ANOVA-Tukey.
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CATEGORIES OF MANUSCRIPTS

Digestive Diseases and Sciences publishes peer-reviewed basic and clinical studies and
special articles on all aspects of gastroenterology and hepatology and related fields. The

editors will consider and publish the following categories of manuscripts:

. Original Articles: basic or clinic research.
. Reviews (including systematic reviews and meta-analyses): basic or clinical topics.
. Special Category Articles: such as meeting reports (per approval of the editor-in-

chief), comments on medical policy, or opinion pieces.

. Case Reports: in general, case reports are not encouraged; the editors will limit the
number of case reports per issue and will only consider particularly novel and important
clinical observations.

* Editorials: comment on papers published elsewhere in the issue and solicited by the editor-
in-chief, and occasional special topics or announcements from the editors.

 Correspondence: concise opinions on papers published in Digestive Diseases and Science
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e Stanford Multidisciplinary Seminars: specifically allocated for the Stanford
Multidisciplinary Seminars submitted by authors from Stanford and coordinated by the editor
for this series.

* Industry Sponsored Articles and Reviews: provided that the relationship is clearly stated in
the manuscript, editors will consider industry sponsored articles and reviews.

* DDS New Digestive Science: a forum for presenting exciting new basic science or clinical
research findings that are important and novel, warranting early communication in brief.
Findings presented in this format must be robust, innovative, and eventually important to
medical practice.

* Medical Education and Practice: Scientific articles that focus on medical education or on

common facets of medical practice.
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Manuscripts should be concise, well organized, and clearly written. Acceptance of
manuscripts will be based on originality and importance to the field of digestive diseases.
Submitted manuscripts are reviewed by the editor-in-chief and associate editors and, in the
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use of complex mixtures of chemically undefined substances such as plant-derived extracts
will be returned without further review. The editors reserve the right to reject poorly written
manuscripts even if their scientific content is potentially suitable for publication. Authors are
responsible for the use of grammatically correct English. Springer reserves the right to copy
edit accepted manuscripts. Proofs will be sent to the corresponding author for final approval,

and must be returned within 48 hours of receipt.

ETHICS AND DISCLOSURE POLICIES

Material submitted to Digestive Diseases and Sciences (DDS) must be original and not
published or submitted for publication elsewhere. Meeting abstracts do not constitute prior
publication. Authors who have related material under consideration or in press elsewhere
should upload a clearly marked copy at the time of their submission to DDS. If part of a
contribution has appeared or will appear elsewhere in press, the author must specify the
details in the covering letter accompanying the DDS submission. Duplicate publication (by
the same author) and plagiarism (by a different author) must be avoided in accordance with
“Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” developed by the
International Committee of Medical Journal Editors (http://www.icmje.org). Each author must
have participated substantially in the work and approve the final version of the manuscript.
Where applicable, the following must be disclosed: all financial arrangements (research
support, stock ownerships, equity interest, consultancies, or major honoraria) with a company
whose product figures prominently in the manuscript; a statement of specific funding support;
and identification of third party individuals who provided writing assistance. Reports of
clinical trials with a control or comparison group should be presented according to the
CONSORT guidelines (http://www.consort-statement.org or JAMA. 2001;285:1987-1991).
The clinical trial registry URL (e.g., http://www.clinicaltrials.gov in the United States) and
clinical trial number should be included in the body of the manuscript in the methods section.

http://dds.edmgr.com
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INVESTIGATIONS INVOLVING HUMAN SUBJECTS

The journal requires that investigations performed on human subjects have the prior approval
of the appropriate institutional or other independent ethics committee on human
experimentation. This attestation should appear in the methods section of the manuscript. In
countries where such mechanisms for approval do not exist, authors are required to indicate
that the research was carried out in accordance with the Helsinki Declaration. A similar
assurance is required to document that animal experimentation was performed under

appropriate circumstances.

SUBMISSION
Manuscripts should be submitted online using Springer’s manuscript submission and review
system, Editorial Manager, at http://dds.edmgr.com. Editorial Manager supports a wide range

of submission file formats:

. Manuscripts: Word, WordPerfect, RTF, TXT, and LaTeX
. Figures: TIFF, GIF, JPEG, EPS, PPT, and Postscript (Color art is FREE for both

online and print publication!)

(Please note that PDF is not an acceptable file format for manuscripts or figures.)
Manuscript submission requires the uploading of at least one manuscript file (including
references), but a cover letter, figures, figure legends, and tables may also be uploaded as

separate files. Files should ideally be posted in the following order (order can be changed

after uploading):

1. Cover letter

2. Manuscript

3. Tables

4. Figure legends (if separate)
5. Figures

6. Other
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For all article types except correspondence and editorials, submission also requires the
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* Authors of original articles should submit a structured abstract of no more than 250 words
organized as applicable into the following categories: Background, Aims, Methods, Results,
and Conclusions. Review articles should include a general abstract (i.e., the above categories
are not required) also of no more than 250 words. Abbreviations, footnotes, and references
should not be used in the abstract, with the exception of standard, repetitive abbreviations
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introduction as well as a brief discussion highlighting the key lessons from the case are both
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. In the body of the manuscript, the ethical guidelines followed should be identified and
the statistical methods employed should be outlined. When describing results, report P values
and/or confidence intervals. Only standard abbreviations should be used and identified with
first usage. Generic names of drugs should be used, although the brand name may be inserted
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. Tables should be double-spaced on separate pages, with the table number and table
title centered above the table and explanatory notes below the table.
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should be replaced with “et al.”; for references with between one and six authors all the
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Artigo 3: Exercicio fisico moderado protege os neuronios mientéricos e

reduz a parasitemia na infeccao por Trypanosoma cruzi
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Resumo

Para avaliar a parasitemia, neur6nios nitréricos e citocinas em camundongos infectados por 7.
cruzi submetidos ao exercicio fisico moderado, 40 camundongos suicos machos, 30 dias de
vida foram distribuidos: Treinado Controle (TC), Treinado Infectado (TI), Sedentario
Controle (SC) e Sedentédrio Infectado (SI). O programa de exercicio fisico moderado em
esteira rolante teve duracdo de oito semanas. Trés dias apds o término do exercicio TI e SI
foram inoculados com 1300 tripomastigotas sanguineos de 7. cruzi-cepa Y e a parasitemia foi
avaliada do 4°. ao 22° dias apds inoculagdo. Apés 75 dias de infeccdo foram dosadas
citocinas e os neurdnios do cdlon foram quantificados e mensurados usando
imunofluorescéncia para identificagdo da enzima 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS). Os
resultados foram comparados utilizando ANOVA-Tukey e KrusKall-Wallis, significancia 5%.
O exercicio fisico moderado reduziu o pico de parasitos no 8° dia de infec¢@o e a parasitemia
total (p<0,05). Contribuiu para a sobrevivéncia do nimero de neurdnios imunorreativos a
nNOS no grupo TI x SI (p<0,01). Promoveu hipertrofia de neurénios TI x SI (p<0,05) e
aumento da sintese de TNF-a (p<0,01) e TGF-bTI x SI (p>0,05). O exercicio fisico
moderado traz beneficios ao hospedeiro com infec¢do aguda e cronica por T. cruzi,

interferindo na modulacao do sistema imune preservando neurdnios nitrérgicos.

Palavras-chave: Treinamento fisico, Trypanosoma cruzi, fase aguda, parasitemia, doenca de

Chagas, cdlon, plexo mientérico, neurdnio nitrérgico, TNF-a, TGF-f.

Introducao

A doenca de Chagas € uma parasitose causada por Trypanosoma cruzi e atinge varias
regides do continente americano, particularmente a América Latina por ser considerada
endémica (World Health Organization, 2013). Estima-se que cerca de 10 milhdes de pessoas
estejam infectadas por este parasito nesta regido, e 25 milhdes expostas ao risco de contrair a
infeccao nos paises onde a doenga é prevalente (World Health Organization, 2013). No Brasil
aproximadamente trés milhdes de pessoas estdo infectadas atualmente (Portal da Saude,
2013).

Com a evolucao da doenca, o paciente pode apresentar comprometimento cardiaco ou
digestivo, ou ainda, cardiodigestivo, devido a mudancas na fisiologia anatdmica do miocardio

e do tubo digestério (esofago e colo, principalmente) (Lana e Tafuri, 2011). No tubo
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digestdério ocorre comprometimento do transito gastrointestinal decorrente da redugdo de
peristaltismo (Lana e Tafuri, 2011). Os movimentos peristalticos sdo promovidos por
neurdnios excitatorios e inibitorios do Sistema Nervoso Entérico — (SNE) (Furness, 2000). Os
inibitérios representam 18% do total de neurdnios do plexo mientérico onde ha neur6nios
nitrérgicos, responsdveis pelos reflexos de dilatagdo da musculatura lisa intestinal (Furness,
2000). Na auséncia de peristaltismo intestinal, o individuo passa a apresentar acumulo do bolo
fecal e conseqiientemente, desenvolvimento de megacolo com dilatacdo permanente e difusa
da viscera comprometida (Lana e Tafuri, 2011). Diante deste contexto, investigacdes a cerca
de neurOnios nitrérgicos envolvendo tratamento alternativo para a doenca de Chagas, fazem-
se necessdrias, visto que o 7. cruzi promove destrui¢do de neurdnios do SNE.

Os medicamentos para tratamento da doenca de Chagas sdo o benzonidazol e o
nufurtimox. Ambos, quando administrados durante a fase aguda da infec¢ao, podem curar até
70% dos pacientes. No entanto, apresentam efic4cia limitada no tratamento da fase cronica da
doenca (Coura e Castro, 2002; Cangado, 2002). Apesar disso, pacientes que foram submetidos
ao tratamento etiol6gico podem apresentar sintomas de constipa¢do e complicacdes intestinais
graves (Santos Junior, 2002), consistindo em um grande desafio a implantacdo de medidas
alternativas para a melhoria da qualidade de vida desses pacientes.

Buscam-se trabalhos complementares na literatura sobre tratamento alternativo para a
doenca de Chagas em nivel de pesquisa, dentre eles, a homeopatia (Aleixo et al., 2008;
Pupulin et al., 2010). A pratica de exercicio fisico moderado tem contribuido de forma
significativa na sobrevivéncia de neurdnios mientéricos (Silva, 2006), melhora do apetite,
capacidade funcional e bem estar geral por mudancas de humor positivo, em doencas
gastroitestinais (Lopes et al., 2011). Além disso, a prética de exercicio fisico moderado
representa um fator de resisténcia para o desenvolvimento de infeccdes causadas por
protozodrios em animais (Malm, 2006). Estimula a resposta imunoldgica (Rosa e Vaisberg,
2002; Malm, 2004; Nagatomi, 2006), e modula positivamente as alteracdes
neuroimunoenddcrina em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica (Rosa e Junior, 2005).
Pesquisas realizadas com animais, onde € possivel controlar a carga de exercicio fisico e a
presenca de agente infeccioso, mostram os seus resultados (Schebeleski-Soares et al., 2009).
No entanto, ndo estdo disponiveis relatos de alteracdes produzidas sobre os neurdnios
nitrérgicos do célon de camundongos submetidos ao exercicio fisico moderado e infectados

por T. cruzi.
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Sendo assim, este trabalho verificou os efeitos do exercicio fisico moderado sobre a
parasitemia, neurdnios nitrérgicos do plexo mientérico e producdo de citocinas pré e anti-

inflamatéria em camundongos infectados por 7. cruzi.

Materiais e métodos
Aspectos éticos
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Conduta Etica no uso de Animais em

Experimentacdo (CEAE), da Universidade Estadual de Maringa-Brasil (Parecer 046/2009).

Animais

O experimento foi realizado como ensaio cego, controlado, randomizado por sorteio e
repetido duas vezes. Foram utilizados em cada repeticdo 40 camundongos sui¢cos machos,
com 30 dias de idade, distribuidos em dois grupos: Treinados (n=20) e Sedentarios (n=20). Os
animais foram acondicionados em caixas de polipropileno (dimensdo 414 x 344 x 168mm)
tampadas com grade zincada com depressdo central para deposicdo da racdo e garrafa de
dgua. As caixas forradas com maravalha foram limpas duas vezes na semana, permanecendo
em biotério climatizado (temperatura entre 21 e 23°C) com ciclo claro/escuro de 12 horas

com 4gua (clorada) e racao (Nuvilab Cr-1° da Nuvital®) disponiveis ad libitum.

Protocolo de exercicio fisico moderado

Os animais com 30 dias de vida foram submetidos ao programa de exercicio fisico
aerébio em esteira rolante (Inbrasport® modelo Classic CI®, Maring4, Brasil), durante oito
semanas, sendo composto por uma sessao didria de treinamento, cinco vezes na semana, com
duracdo de 30 a 45 minutos com velocidade de seis a 14 m/min na primeira semana, 45 a 60
minutos e velocidade de oito a 16 m/min na segunda semana e 60 minutos com velocidade de
10 a 20 m/min nas demais (velocidade média de 13 m/min nas quatro primeiras semanas e de
17,5 m/min nas quatro dltimas), com inicio a partir das 18h0Om (ciclo escuro - respeitando o
habito noturno dos animais), temperatura entre 20 e 22° C. O protocolo de exercicio fisico que
foi utilizado corresponde a um esforco moderado (Lerman et al., 2002; Schebeleski-Soares et
al., 2009).
A esteira possui adaptador para treinamento de animais de pequeno porte € um sistema que

permite a programacdo das sessdes de treinamento e controle digital da velocidade com
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sensibilidade de dois metros por minuto (m/min). O treinamento foi realizado no Laboratério
de Fisiologia do Esfor¢o do Departamento de Ciéncias fisioldgicas (LABFISE/DFS/UEM).

Nao foram utilizados mecanismos de choque ou similares para induzir o animal a se exercitar,
assim como foi adaptado um suporte de papeldo na parte superior de cada raia para que os

animais que se cansassem tivessem opcao de descansar durante o treinamento.

Infecgdo

Apdés o término do programa de exercicio fisico moderado, os animais foram
redistribuidos em quatro grupos: Treinado Controle (TC) submetido ao exercicio fisico e ndo
infectado (n=10); Treinado Infectado (TI) submetido ao exercicio fisico e posteriormente
infectado (n=10); Sedentario Controle (SC) mantido sedentario e nido infectado (n=10) e
Sedentério Infectado (SI) mantido sedentdrio e posteriormente infectado (n=10).
Foi utilizado in6culo de 1300 formas sanguineas da cepa Y de T. cruzi, (via i.p.). Os grupos
TI e SI foram inoculados trés dias apds o término do programa de exercicio fisico. A infec¢do
cronica foi obtida com cinco doses de BENZNIDAZOL (LAFEPE-PE/Brasil), trés doses
(100mg/Kg/m.c. aos 11, 15 e 22 dias apds a inoculacdo, dpi) e duas doses (250mg/Kg/m.c.

aos 18 e 41 dpi), via oral-gavagem.

Avaliagdo da evolugdo da infec¢do

A parasitemia foi avaliada em todos os animais infectados, utilizando a técnica de Brener
(1962). A contagem de parasitos foi realizada diariamente do 4° ao 9° dias apds a inoculagdo
(dpi) e em dias alternados do 9° ao 22° dpi. A curva foi tragcada utilizando a parasitemia média
dos animais inoculados para cada grupo. Foram obtidos:

v Periodo pré-patente: tempo médio, em dias, entre o dia da inoculac¢do
experimental e o dia no qual foi observada positividade no exame de sangue a
fresco para cada grupo;

v" Periodo patente: tempo médio, em dias, que cada grupo apresentou parasitemia
detectada no exame de sangue a fresco;

v’ Pico de parasitos: representado pelo maior nimero de parasitos observados em
cada grupo a partir da curva de parasitemia média;

v’ Parasitemia total: média da soma do nimero de parasitos de cada animal;

v Mortalidade: foi e anotada ao longo de todo o experimento por um periodo de

75 dias e expressa em %.
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v Massa corporal dos animais: foi verificada uma vez por semana durante todo o

experimento.

Eutandsia e coleta de orgdos

Aos 75 dpi, todos os animais foram mortos em camara de sacrificio com overdose de
vapores éter etilico. O célon de cinco animais de cada grupo foi retirado, lavado com tampao
fosfato salinado (PBS) 0,1 M pH 7.4, preenchido e armazenado em solu¢do Zamboni por 18
horas. Na sequéncia, foi desidratado em série crescente de dlcool (80, 95 e 100%),
diafanizado em xilol, reidratado em série decrescente de alcool (100, 95 ¢ 80%) e armazenado
em PBS. Depois, os segmentos foram microdissecados para a obtencdo de preparados totais
da tdnica muscular contendo o plexo mientérico. Os preparados foram submetidos a técnica
de Imunohistoquimica para evidenciagdo da enzima 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS).
Os preparados foram inicialmente lavados em PBS com Triton 0,5% (Sigma, St, Louis, MO,
USA) e bloqueados com PBS com albumina bovina serica (BSA; Sigma, St, Louis, MO,
USA) 2% a temperatura ambiente. Na seqiiéncia, foram incubados em solu¢do contendo o
anticorpo primdrio especifico para nNOS produzido em coelho (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA), diluido em PBS, BSA 2%, Triton X-100 0,1% em temperatura
ambiente sob agitacdo por 48 hs. Os preparados totais foram lavados em PBS e incubados em
solugdo contendo o anticorpo secunddrio anti-rabbit Alexia Fluor 488 (Molecular Probes-
Invitrogen) por duas horas. Por ultimo, foram lavados com PBS e montados entre lamina e
laminula com glicerol tamponado (9:1) e armazenados na geladeira. O controle negativo foi

realizado com a omiss@o do anticorpo primdrio (Tronchini et al., 2012).

Andlise quantitativa e morfométrica de neurdnios imunorreativos a enzima oxido nitrico
sintase neuronal (nNOS)

Foram quantificados todos os neurdnios imunorreativos presentes em vinte campos
microscopicos. Mensuradas a drea (pmz) do corpo celular e do niicleo de 50 neurdnios do
plexo mientérico distribuidos equitativamente por toda a regido mesocOlica. Para estas
avaliacdes foram utilizadas imagens capturadas por camera de alta resolucao (AxioCam Zeiss,
Jena, Alemanha®) acoplada a microscépio de luz (Axioskop Plus Zeiss®) com filtros para
imunofluorescéncia (FITC) e objetiva de 20X. As imagens foram transferidas para

microcomputador e analisadas com o software Motic Images Plus 2.0, Sao Paulo, Brasil.
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Dosagem de citocinas

Foram dosadas Interleucina-10 (IL-10), Interferon-y (IFN-y), Fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e Fator de crescimento transformador-B (TGF-B). Foi utilizado o plasma de dez
animais por grupo e a técnica de ELISA (Enzyme Linked ImmuneSorbent Assay) de captura,
com pares de anticorpos da R&D system Inc® (Minneapolis-USA). A técnica foi
desenvolvida de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. As concentragdes das
citocinas foram determinadas com referéncia a curva padrdo obtida com citocina murina
recombinante. Os resultados foram expressos em pg/mL para IL-10, IFN-y e TNF-a e em

ng/mL para TGF-f.

Andlise estatistica

A distribui¢cdo dos dados foi verificada com o teste D" Agostino Pearson e/ou Shapiro-Wilk.
Dados com distribui¢do normal foram expressos como média + desvio-padrao e comparados
com o teste ANOVA-Tukey. Dados com distribui¢do ndo especificada foram expressos como
mediana e percentis 25 e 75 (P25 e P75) e comparados com o teste KrusKall-Wallis e teste
das Medianas. Foi utilizado nivel de significincia de 5% e o programa BioEstat 5.0°. Foi

realizada estatistica de efeito site (http://www.uccs.edu/~Ibecker/.), utilizando-se o teste Effect

size calculators, verificando-se a intensidade do efeito do exercicio fisico em relagdo ao
sedentarismo sobre a infeccao murina por 7. cruzi. O efeito foi considerado pequeno quando
observado resultado < 0,2. Médio quando € observado efeito > 0,2 a < 0,5 e grande quando ¢é

observado efeito > 0,5.

Resultados

Evolucdo da infeccdo

A curva de parasitemia apresentou perfil caracteristico da cepa Y de 7. cruzi nos dois grupos
infectados. Os picos de parasitos no 8°, 9° e 11° dias de infec¢@o e a parasitemia total foram
64.,2%, 56,1%, 96,8% e 60,0% (p<0,05) menores no grupo TI que o observado em animais do
grupo SI (Figura 1 e Tabela 1). Nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos para
infectividade, periodo pré-patente e periodo patente assim como para a mortalidade (Figura 1
e Tabela 1) (p>0,05).

Durante a infeccdo a massa corporal dos animais manteve-se estdvel para os dois grupos
(p=0,9823). Nao houve alteracdes significantes no comprimento, diametro e area total do

c6lon dos camundongos avaliados (p>0,05).
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Andlise quantitativa de neurdnios mientéricos imunorreativos a nNOS

As figuras 2A e 3 detalham as comparacdes de neurdnios imunorreativos a nNOS
entre os grupos estudados. O exercicio fisico moderado protegeu os neurdnios imunorreativos
a nNOS em 10,3%. Este dado € resultante da subtracdo do porcentual da comparacido de
animais treinados (TC x TI = 38,4% - p<0,01) menos o porcentual da comparagdo entre
animais sedentarios (SC x SI =48,7% - p<0,01).

Quando o nimero de neur6nios foi projetado para a drea total do célon observou-se
que o exercicio fisico moderado impediu significativamente a morte de neurdnios
imunorreativos a nNOS em 16,8%. Este nimero € resultante da subtracdo do porcentual da
comparacdo de animais treinados (TI x TC = 36,5% - p<0,01) menos o porcentual da
comparacdo entre animais sedentdrios (SI x SC = 53,3% - p<0,01) (Figura - 2B e 3). A
protecao de neurdnios nitrérgicos obtida foi confirmada pela estatistica de efeito verificando-

se “efeito grande” de 1,0 para a comparacao (TI x SI).

Morfometria de neurénios mientéricos imunorreativos a nNOS

O exercicio fisico moderado nos animais treinados (T x TC) promoveu aumento de 4,9%
da 4rea nuclear (p>0,05), 14,6% da éarea citoplasmdtica (p<0,05) e consequentemente 11,3%
da édrea do corpo neuronal (p<0,05). Nos animais sedentarios (SI x SC) a infec¢cdo promoveu
reducdo de 3,4% da drea nuclear (p>0,05), 17,0% da &rea citoplasmdtica (p<0,05) e
consequentemente 14,7% da area do corpo neurnal (p<0,05). O resultado da subtragdo entre
os valores (11,3 — 14,7) fornece o beneficio do exercicio fisico moderado sobre neurdnios
mientéricos em animais infectados que foi de 3,4% que significa “efeito pequeno” de 0,1

(Figura - 4A, B e C).

Dosagem de citocinas

A figura 5A mostra a comparagao dos grupos para a producdo de TNF- a. O exercicio
fisico moderado proporcionou aumento significativo da sintese de TNF- a de 18,0% (p<0,01).
Este dado € resultante da variacio entre o porcentual de comparacdo de animais treinados (TC
x TI = 23,4% - p<0,01) e o porcentual da comparagdo entre animais sedentdrios (SI x SC =
41,3% - p<0,01), confirmado pela estatistica de efeito onde foi verificado “efeito grande” de
1,3 para a comparacao (TI x SI).

A figura 5B apresenta a comparagdo dos grupos para a producdo de TGF-. O
exercicio fisico moderado proporcionou aumento néo significativo da sintese de TGF- em

18,0%. Este dado é resultante da variagdo entre o porcentual da comparagdo de animais
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treinados (TC x T1=21,4% - p<0,01) e o porcentual da comparacao entre animais sedentérios
(SI x SC = 39,0% - p<0,01), com “efeito grande” de 0,7 para esta comparacdo. Nao foram

observados niveis detectdveis para IFN-y e IL-10, nas condicdes experimentais avaliadas.

Discussao

O exercicio fisico moderado vem apresentando resisténcia para o desenvolvimento de
infecgdes causadas por protozodrios em animais (Schebeleski-Soares et al., 2009). Fato este
comprovado no presente estudo com a modificagdo na evolucdo da curva de parasitemia pelo
exercicio fisico moderado em relacdo ao sedentarismo. Os picos de parasitos no 8° e 9°e 11°
dias de infeccdo e a parasitemia total foram significativamente menores no grupo TI que o
observado em animais do grupo SI.

Reducdo significante no pico de parasitos (8° dia de infec¢do) e na parasitemia total também
foi observada por (Moreira et al., 2013), num estudo anterior quando avaliaram a influéncia
do exercicio fisico moderado em camundongos infectados com a cepa Y de 7. cruzi durante a
fase aguda. Por Schebeleski-Soares et al. (2009) e Occhi et al. (2012) reducdo no pico de
parasitos em camundongos BALB/c fémeas em camundongos de duas linhagens distintas de
ambos os sexos treinados e infectados com a cepa Y de 7. cruzi. Na infec¢do murina por 7.
cruzi maior parasitemia estd relacionada a maior morbidade e patogenia (Lana e Tafuri apud
Neves, 2011). No presente estudo, visto que o exercicio moderado diminuiu os indices
parasitémicos, promoveu beneficio para os animais infectados.

Neste estudo nao foi observado diferenca significante mortalidade e na massa corporal
dos animais entre os grupos TI e SI durante a evolucao da infec¢do. Este fato provavelmente
deveu-se a acdo do sistema imune associado a pratica do exercicio fisico moderado e ao
tratamento descontinuo com o benznidazol para cronificacdo da infec¢do. Este farmaco,
embora nao apresente completa eficicia de cura, impede a evolugdo da parasitemia que €, em
ultima andlise, uma das causas de morbidade da infec¢ao por 7. cruzi (Coura and Castro,
2002, Cangado, 2002; Occhi et al., 2012). A mortalidade de todos os animais treinados e
infectados por 7. cruzi, durante a fase aguda da infec¢do e ndo tratados com benzonidazol
observada no trabalho de Schebeleski-Soares et al. (2009), serviu de referéncia para a
administracdo de vdérias doses da droga em diferentes periodos experimentais para a
cronicidade da infec¢do em camundongos, uma vez que o objetivo do presente trabalho foi
investigar os efeitos do exercicio fisico moderado, ndo s6 na fase aguda da infeccdo, mas

também na cronica.
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A modificacdo da evolugdo da infeccio pelo exercicio fisico moderado proporcionou
protecdo significante aos neur6nios com imunorreatividade a nNOS, tanto na drea amostral
estudada (10,3%), quanto para a projecdo do nimero de neur6nios na drea total do célon
(16,8%) (p<0,01). Ambos os dados resultaram em “efeito grande” do exercicio para prote¢ao
destes neurdnios. A técnica imunohistoquimica marca neurdnios nitrérgicos através de um
anticorpo especifico para a enzima Oxido Nitrico Sintase neuronal (nNOS) (Tronchini et al.,
2012). A nNOS é o principal efetor para a biossintese de Oxido Nitrico (ON), responsével
pela dilatacio da musculatura lisa intestinal (Furness, 2000). Dessa forma, foi posivel
observar que o exercicio fisico moderado foi significativamente importante para manutencao
do peristaltismo intestinal. Em pacientes humanos, ja havia sido observado os beneficios da
pratica de exercicio fisico moderado (Mendes et al., 2011). Mulheres chagdsicas que
praticaram duas sessdes semanais de exercicio fisico em um dia durante seis semanas em
esteira, foram observados reducgdo significativa da pressdo arterial e freqiiéncia respiratdria e
aumento do consumo de oxigénio (Mendes et al., 2011), reforcando a importancia de integrar
um programa de atividade fisica para proporcionar melhor atendimento aos pacientes
infectados por 7. cruzi.

A infecgdo, nos animais sedentdrios, promoveu reducdo significativa no nimero de
neurdnios imunorreativos a nNOS (SI x SC). Contudo, esta reducdo ndo se relacionou as
alteracdes anatdmicas da area do c6lon dos animais infectados, visto que o comprimento e 0
diametro do 6rgdo mantiveram-se inalterados. Um estudo realizado com pacientes humanos
com megacolo chagdsico e sem mega nao chagasico, mostrou reduc¢ao significante do niimero
de neur6nios com imunorreatividade a nNOS em pacientes com megacolo chagasico quando
comparado aos nao chagdsicos (Da Silveira et al., 2007).

No presente estudo os animais do grupo TC, apresentaram percentual neuronal com
imunorreatividade a nNOS significativamente maior que os demais grupos. Os dados
neuronais obtidos nos grupos TC e SC diferem com os encontrados por Gagliardo et al.
(2008) que ao investigarem o nimero de neur6nios marcados com a NADPH-diaforase no
cOlon de ratos controles e sedentdrios, respectivamente com seis e 12 meses de idade e grupo
submetido a programa de atividade fisica 12 meses de idade (corrida em esteira) durante seis
meses, ndo observaram preservacao da populacdo neuronal nitrérgica em ratos treinados em
relacdo aos sedentdrios com 12 meses de idade. De acordo com Scherer-Singler et al. (1983),
a técnica histoquimica da NADPH-d também marca neurdnios nitrérgicos por meio da

ativacdo da enzima NADPH-d, localizada na matriz mitocondrial.
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Em relacdo a morfometria neuronal mientérica, foi possivel observar que os neurénios
sobreviventes imunorreativos a nNOS nos animais do grupo TI apresentaram hipertrofia com
aumento da drea nuclear e citoplasmética em relacdo aos animais do grupo SI, conferida pelo
exercicio fisico moderado e/ou pela infec¢ao, confirmada pela estatistica de efeito com “efeito
pequeno” de 0,1. O fato de a drea nuclear e citoplasmdtica neuronal estarem aumentadas é
sugestivo do aumento da transcricdo da sequéncia de DNA do neurdnio relativo a sintese da
nNOS, com aumento da formagao do RNA mensageiro no nicleo neuronal e tradu¢do em
proteina pelos ribossomos e formagao ativa da nNOS no citoplasma neuronal. Dentro deste
contexto, o aumento do corpo neuronal pelo exercicio fisico moderado contribuiu para a
melhora da condi¢do do animal em nivel celular, indicando que a prética do exercicio fisico
moderado faz-se necessdria para a manutengao do controle do peristaltismo intestinal.

Dados semelhantes ao deste estudo foram encontrados por Silva (2006), que observou
aumento na area do corpo de neurdnios NADPH-diaforase no ceco de ratos com 12 meses de
idade submetidos ao exercicio fisico (corrida em esteira) durante seis meses, em relacdo ao
grupo com 12 meses sedentdrios, tanto na regiao apical quanto na basal.

De acordo com a literatura Abbas et al. (2008), as citocinas TNF-a, TGF-p, IFN-y e IL-
10 estao envolvidas no controle da infeccao por 7. cruzi, sendo sintetizadas de acordo com o
tempo de infec¢do. Além disso, o exercicio fisico moderado atua como estimulador da
resposta imunoldgica (Rosa and Junior, 2005). Dessa forma, no presente estudo considerou-se
a importancia de se investigar a sintese destas citocinas em camundongos com 75 dias de
infeccdo por T. cruzi pos exercicio fisico.

Os animais do grupo TI produziram significativamente mais TNF-a que os animais do
grupo SI. Aumento este confirmado pela estatistica de efeito (“grande efeito” de 1,3). Alguns
autores sugerem que o TNF-a associado ao IFN-y estimula os macréfagos a produzirem 6xido
nitrico (NO) que, dependendo de sua origem atua no controle da replicacdo intracelular do 7.
cruzi (Gazzinelli et al., 1992; Machado et al., 2000). Visto que o TNF-a € uma citocina pro-
inflamatéria e no presente estudo o mesmo foi investigado em animais com 75 dias de
infeccdo, sugere-se que o aumento significante desta citocina na fase cronica seja heranga da
ativacdo de sua sintese durante a fase aguda da infeccdo por 7. cruzi, o que justifica a redugdo
da curva de parasitemia na fase aguda e protecao de neurdnios imunorreativos a nNOS na fase
cronica. Embora ndo significante, os animais treinados produziram maiores concentragdes de

TNF-a que os animais sedentérios, independente de estarem infectados ou nao (p>0,05).
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O TNF-a e IFN-v sdo citocinas relevantes na ativagao de macréfagos por destruirem os
parasitos por liberacao de NO. Dessa forma, o parasito passa a ser continuamente combatido,
tendo sua multiplicacdo reduzida. Entretanto, ele permanece indefinidamente no hospedeiro,
assim como a resposta imunoldgica (Abbas et al., 2008). Contudo, embora ndo significante
aos 75 dias de infec¢do observou-se diminui¢do nas concentragdes dessa citocina nos animais
do grupo SI em relacdo aos do grupo SC (p>0,05). Por outro lado, Soares et al. (2010), ao
trabalharem com animais treinados e posteriormente infectados com a cepa Y de 7. cruzi no
13° dia de infeccdo, observaram aumento significante na producdo de TNF-o em animais
sedentdrios infectados em relacdo ao seu controle (SI x SC). Deve ser destacado que as
dosagens de Soares et al. (2010) foram realizadas no sobrenadante de cultivo de macréfagos
peritoneais e no presente trabalho foram realizadas utilizando plasma.

Segundo a literatura, concentracdes elevadas de TNF-a leva a caquexia, sendo esta
citocina um importante preditor de perda de massa corporal (Anker e Coasts, 1999). Além
disso, o NO quando produzido em excesso pode provocar lesdo tecidual por seu efeito
citotéxico (Garcia et al., 1999). Por outro lado, TGF-B e IL-10 sdo citocinas com capacidade
de inibir a resposta imune do hospedeiro, particularmente as que envolvem macréfagos
(Abbas et al., 2008). No presente estudo embora ndo significante os animais treinados e
infectados (TT) apresentaram aumento da sintese de TGF-B com “efeito grande” de 0,7 para a
comparacao (TT x SI), enfatizando a importancia da prética do exercicio fisico moderado para
a regulac@o imune e controle da ativacdo de macréfagos em resposta ds alteragdes fisioldgicas
decorrentes da infec¢a@o por 7. cruzi no hospedeiro.

A infec¢do promoveu diminui¢do nas concentragdes de TGF-f3 nos animais do grupo
ST em relagdo aos do grupo SC (p>0,05). O fato do TGF-f ser uma citocina antiinflamatéria
Ding et al. (1990), justifica a baixa concentra¢do nos animais SI, visto que a dosagem dessa
citocina foi realizada durante a fase cronica da infeccao, 75 dias. InvestigacOes realizadas em
fragmentos do miocardio de pacientes humanos com cardiopatia chagdsica cronica e
insuficiéncia cardiaca congestiva, apGs irem a 6bito, mostraram que o TGF-§ estava pouco
expresso, sugerindo algum fator inibitério atuando sobre macréfagos, podendo corresponder a
imunodepressao devido a presenca de 7. cruzi (Reis et al., 2000).

Embora a literatura disponibilize um nimero crescente de trabalhos sobre exercicio
fisico e sistema imune (Espersen et al., 1990; Dufaux and Order, 1989; Walsh et al., 2011), a
producdo das diferentes citocinas ndo estd totalmente esclarecida, particularmente quando ha

envolvimento da infec¢do por 7. cruzi. Nas condi¢cdes experimentais avaliadas no presente
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estudo ndo foram observados niveis detectaveis para IFN-y e IL-10. Este resultado contribui
para o entendimento da dindmica de producdo de citocinas no modelo experimental utilizando
camundongos com 75 dias de infec¢do por 7. cruzi apds oito semanas de exercicio aerébio

moderado em esteira rolante.

Conclusao

O exercicio fisico moderado inibe a evolugdo da infeccdo aguda por T. cruzi
diminuindo a curva de parasitemia, protege os neurdnios nitrérgicos e induz a hipertrofia
neuronal, significando melhor progndstico ao animal cronicamente infectado com relacdo a
manutencao do peristaltismo intestinal e modula o sistema imunoldgico, aumentando a sintese
de TNF-a, TGF-B. Estes resultados aprofundam a fundamentacdo ja consistente e sélida dos
beneficios que os exercicios fisicos moderados representam para a populagdo de maneira

geral e agora, especificamente para individuos parasitados por 7. cruzi.
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Figura 1 — Curva de parasitemia média em camundongos, suicos, machos, apds 12 semanas
de idade, Treinado infectado (TI) ou Sedentario Infectado (SI). Infec¢do com 1300
tripomastigotas sanguineos da cepa Y do 7. cruzi. Simbolos diferentes (*, **) representam

diferenca estatistica. Comparagao entre TI x SI (p<0,05). Teste: Mann-Whitney.

Tabela 1 — Parametros parasitolégicos avaliados em camundongos, suicos, machos, apos 12

semanas de idade, Treinado infectado (TI) e Sedentério Infectado (SI).

Infectividade Periodo Pré- Periodo Patente Pico de Parasitos Parasitemia Total
Grupo (%) Patente (dias) (dias) (tripomastigotas/m  (tripomastigotas/mL
L X 10% X 10%
TI (n = 10) 100 6,4+1,8 6,1 +1,8 0,5*+0,3 1,2 +04
SI (n=10) 100 42+04 7,0£1,0 1,4°+04 3,0+ 1,0

(n = nimero de animais) Infeccdo com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y de T. cruzi. Dados
apresentados como média + desvio-padrdo. Letras diferentes (*, ®) representam diferenca estatistica (p<0,05).

Teste: Mann-Whitney.
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Figura 2 — Média e desvio-padrao dos diferentes parametros. (A) nimero de neurdnios
imunorreativos a nNOS em 20 imagens. (B) projecdo do niimero de neurdnios para a drea do
cOlon de camundongos com 22 semanas de idade. Treinado Controle (TC), Treinado
Infectado (TT), Sedentario Controle (SC) e Sedentdrio Infectado (SI). Aos 75 dias de infecc@o
com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do T. cruzi. (A) (¥, **¥) = (p<0,01). (B) (*,
**) = (p<0,05). Teste: ANOVA-Tukey.
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Figura 3 - Microfotografia mostrando ganglio mientérico de neur6nios imunorreativos a
nNOS do no célon de camundongos, suicos, machos, com 22 semanas de idade. Treinado
Controle (TC), Treinado Infectado (TI), Sedentario Controle (SC) e Sedentario Infectado (SI).
Aos 75 dias de infeccdo com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do 7. cruzi.
Microscoépio de luz (Axioskop Plus Zeiss®) com filtros para imunofluorescéncia (FITC), 200

X. Teste: ANOV A-Tukey.
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Figura 4 — Média e desvio-padrao dos diferentes parametros. (A) drea do nucleo neuronal,
(B) do citoplasma neuronal, (C) e do corpo neuronal do cdlon de camundongos com 22
semanas de idade. Treinado Controle (TC), Treinado Infectado (TI), Sedentario Controle (SC)
e Sedentdrio Infectado (SI). Aos 75 dias de infec¢ao com 1300 tripomastigotas sanguineos da
cepa Y do T. cruzi. Simbolos diferentes (*, **; #, ##) representam diferenca estatistica

(p<0,05). Teste: KrusKall-Wallis.
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Figura 5 - Média e desvio-padrao dos niveis detectados das citocinas: (A) TNF-a e (B) TGF-
B em camundongos suicos machos, com 22 semanas de idade. Treinado Controle (TC),
Treinado Infectado (TI), Sedentario Controle (SC) e Sedentario Infectado (SI). Aos 75 dias de
infeccao com 1300 tripomastigotas sanguineos da cepa Y do 7. cruzi. (A) simbolos diferentes
(*, **) representam diferenca estatistica entre TI SI (p<0,05). Fonte: Moreira et al. (2013).

Teste: ANOVA-Tukey.
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Experimental Parasitology - Instrucoes para autores

u Intro duction

Experimental Parasitology emphasizes modern approaches to parasitology, including
molecular biology and immunology. The journal features original research papers on the
physiological, metabolic, immunologic, biochemical, nutritional, and chemotherapeutic

aspects of parasites and host-parasite relationships.

research papers on the physiological, metabolic, immunologic, biochemical, nutritional, and

chemotherapeutic aspects of parasites and host-parasite relationships.
Authors of studies on anti—-microbial properties of natural substances are strongly encouraged
to submit their work to other, more appropriate journals unless the studies have a strong focus

on anti—parasitic activity and address the following points:

the chemical characterization of the compounds likely implicated to a reasonable
degree

controls for the effects of vehicles and solvents

if an animal model is not investigated or not available, in vitro activity studies that
include at least comparative cytotoxicity data using host cells or tissues to show selective
anti—parasitic activity at a level that could indicate a realistic prospect for translation.

some investigation into the potential mode of action or effects on likely molecular

targets in parasites

g Before You Begin

Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication
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References
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Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements
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REVISED SUBMISSIONS
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should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see also the

Guide to Publishing with Elsevier:http://www.elsevier.com/guidepublication). See also the

section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-
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Article structure
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Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
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numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the
text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on its own

separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed

literature survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Experimental
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in
the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section

represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion

of published literature.
Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which

may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.
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Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a
subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig.
A.1, etc.

Vitae - no photos
Include in the manuscript a short (maximum 100 words) biography of each author, along with

a passport-type photograph accompanying the other figures.

Essential title page information
* Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.

Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual
work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail

address of each author.

* Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with
country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete
postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.
* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used

for such footnotes.

135



Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in

the abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the
article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership
online. Authors must provide images that clearly represent the work described in the article.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission system.
Image size: please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or
proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x 13 cm using a regular
screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files.

See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration

Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the
online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet
points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling

and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of").
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Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be

eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations

throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language

help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers
one-click access to relevant databases that help to build a better understanding of the
described research. Please refer to relevant database identifiers using the following format in
your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

See http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of supported

databases.

Math formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/)
instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to
be presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to

explicitly in the text).

Footnotes
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many

wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be
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the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves

separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity,
manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and
will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the following
policy: no specific feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or
introduced. Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long
as they do not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear

adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed in the figure legend.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

* For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables
within a single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate
source files.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given

here.
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Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as'
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for
line  drawings, halftones, and line/halftone = combinations  given  below):
EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.
TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of

500 dpi is required.

Please do not:
* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution

is too low.

* Supply files that are too low in resolution.

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless
of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or
on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please

see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to
‘gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in

addition usable black and white versions of all the color illustrations.
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Illustration services

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration

Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of the
images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific,
technical and medical-style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image
'polishing' is also available, where our illustrators take your image(s) and improve them to a

professional standard. Please visit the website to find out more.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the
figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a

minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes
to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid
vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do

not duplicate results described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard
reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'

implies that the item has been accepted for publication.

Reference links
Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,

such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
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correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and
pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may

already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the

reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
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CAPITULO 111

CONCLUSOES

Este estudo a respeito da influéncia do exercicio fisico moderado sobre camundongos

experimentalmente infectados por 7. cruzi mostrou que:

1) O exercicio fisico moderado inibe a evolucdo da infec¢do por 7. cruzi;

2) Protege a populacdo neuronal total mientérica, neurdnios metabolicamente mais ativos
e neurdnios nitrérgicos e provoca hipertrofia de neurdnios sobreviventes, significando
melhor progndstico ao animal cronicamente infectado com relacdo a manutencdo do
peristaltismo intestinal;

3) O exercicio fisico moderado promove aumento da espessura total da parede intestinal;

4) Aumento da proporcao de linfocitos e células caliciformes;

5) Impede a formagdo de focos inflamatérios na tinica muscular intestinal;

6) Aumento da sintese de citocinas TNF-a e TGF-3, mostrando grande importincia para
a abertura de novas alternativas como forma de tratamento, associada a terapéutica de

individuos chagdsicos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A doenca de Chagas, desde sua descoberta em 1909, vem sendo alvo de muitos
estudos para diversos pesquisadores. Os resultados obtidos preenchem uma lacuna da
literatura e constroem referencial tedrico para fortalecer a implantacdo de tratamento especial
direcionado a individuos portadores da doenca de Chagas. Levam a perspectivas reais de
melhoria de atendimento a estes individuos num contexto de satude publica, fortalecendo a
necessidade de implantagdo de atividade fisica como opcdo de tratamento complementar

direcionado a estes pacientes € mostram a importancia de futuros estudos a cerca de:

1) Quais mecanismos podem estar envolvidos na redug@o da parasitemia observada?

2) Quais mecanismos estariam envolvidos no impedimento de morte da populacio
neuronal total mientérica e sub-populagdes neuronais investigadas?

3) Quais metabolitos ou substancias ativas sdao produzidas durante o exercicio fisico
que garantem beneficios positivos mesmo frente a uma infec¢do que insiste em
neutralizar o esfor¢o do hospedeiro?

4) A associacdo da capsaicina ao exercicio fisico pode minorar a patogénese da
inflamacao?

5) Como ocorre a morte de neurdnios mientéricos na infec¢do por 7. cruzi?

6) As células da Glia e Cajal podem apresentar alteracdes quantitativas em animais

treinados e posteriormente infectados por 7. cruzi?
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