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RESUMO

A doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
constitui um sério desafio a saude publica, com expressiva morbidade e
mortalidade, principalmente na América Latina. A patogénese ndo é bem
compreendida e a resposta imunoldgica, assim como 0s aspectos clinicos da
doenca, podem ser influenciados por habitos do hospedeiro, como a dieta
alimentar e atividades fisicas realizadas. De fato, o exercicio fisico (EF) pode
ser uma alternativa ndo farmacolégica promissora para melhorar o bem-estar
do hospedeiro e, eventualmente, o prognostico da DC. Este estudo visa
avaliar as repercussdes a longo prazo da dieta hiperlipidica (DHL) e a
capacidade de treinamento fisico aerdbico moderado na fase aguda da
infeccdo por T. cruzi em camundongos BALB/c fémeas. Além disso, objetiva-
se verificar as consequéncias a longo prazo desse treinamento realizado na
fase inicial da infeccdo. Os animais foram alimentados com dieta padréao (DP)
ou DHL por 4 semanas, infectados ou nao por T. cruzi, e treinados ou ndo em
esteira rolante por 6 semanas. Testes de capacidade aerébica maxima (CAM)
e de forca foram realizados antes, no meio e no final do periodo de
treinamento. O padréo dietético foi mantido ao longo do experimento. Apos 90
dias de infeccao (dpi), os animais foram eutanasiados. Foi realizado dosagem
sérica de citocinas, quantificacdo da carga parasitaria por qPCR e analise
histopatoldégica de diferentes tecidos. Camundongos infectados foram
capazes de realizar treinamento aerobico diario a 60% da CAM. Na auséncia
de treinamento, a forca muscular sofreu redugédo com a infeccdo. A DHL se
mostrou danosa para a forca muscular, mesmo em camundongos nao
infectados. Da mesma forma, essa dieta provocou mais inflamag&o no tecido
adiposo branco (TAB), marrom (TAM) e intestino, principalmente na presenca
de T. cruzi. A DHL também aumentou a carga parasitaria nos TAB e TAM. O
treinamento fisico realizado na fase aguda da infecc&o nao influenciou a carga
parasitaria na fase cronica e ndo provocou alteracdes teciduais, com excecao
do TAM que apresentou maior grau de inflamacdo nos camundongos
treinados. Dada a variagdo na adesdo ao exercicio, os resultados do
treinamento fisico pds-infeccao requerem investigacdo mais aprofundada.

Palavras-chave: doenca de Chagas, dieta, infeccdo experimental, exercicio

fisico, prognéstico



ABSTRACT

Chagas disease (CD), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a
serious challenge to public health, with significant morbidity and mortality,
especially in Latin America. The pathogenesis is not well understood, and the
immune response, as well as the clinical aspects of the disease, may be
influenced by host habits such as dietary intake and physical activities. In fact,
physical exercise (PE) may be a promising non-pharmacological alternative to
improve host well-being and eventually for a better outcome of CD. This study
aims to evaluate the long-term repercussions of a high-fat diet (HFD) and the
capacity of moderate aerobic physical training in the acute phase of T. cruzi
infection in female BALB/c mice. Furthermore, to verify the long-term
consequences of this training conducted in the initial phase of infection. The
animals were fed either a standard diet (SD) or HFD for 4 weeks, infected or
not with T. cruzi, and trained or not on a treadmill for 6 weeks. Tests of maximal
aerobic capacity (MAC) and strength were performed before, midway, and at
the end of the training period. The dietary pattern was maintained throughout
the experiment. After 90 days post-infection (dpi), the animals were
euthanized. Serum cytokine levels were measured, parasite load quantified by
gPCR, and histopathological analysis of different tissues was conducted.
Infected mice were able to perform daily aerobic training at 60% of MAC. In
the absence of training, muscle strength decreased with infection. HFD proved
detrimental to muscle strength, even in uninfected mice. Likewise, this diet
caused more inflammation in white adipose tissue (WAT), brown adipose
tissue (BAT), and large intestine, especially in the presence of T. cruzi. HFD
also increased parasite load in WAT and BAT. Physical training conducted in
the acute phase of infection did not influence parasite load in the chronic phase
and did not cause tissue alterations, except for BAT, which showed a higher
degree of inflammation in trained mice. Given the variation in exercise
adherence, the results of post-infection physical training require further
investigation.

Keywords: Chagas disease, diet, experimental infection, physical exercise,

prognosis



1. INTRODUCAO

1. Doenca de Chagas

1.1 ConsideracOes gerais da doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) ou Tripanossomiase Americana foi
descoberta pelo médico e pesquisador brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro
Chagas, na pequena cidade de Lassance, no interior de Minas Gerais em
1909. A infeccao é causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi e
possui como vetor o inseto hematéfago triatomineo popularmente conhecido
como “barbeiro” (Chagas, 1909). Apesar de mais de 114 anos da sua
descoberta, ainda é considerada a principal enfermidade endémica de
natureza parasitaria nos paises da América do Sul e Central, apresentando
alta morbidade e mortalidade. Estima-se que existam de 6 a 7 milhdes de
pessoas infectadas por T. cruzi em todo o mundo (Who, 2023). Devido a
migracdo de pessoas infectadas, a DC tem sido encontrada em &reas nao
endémicas, se tornando um problema de saude publica global (Figura 1).
Novos casos sao notificados principalmente nos Estados Unidos da América
(EUA), na Europa e na regido do Pacifico Ocidental (Antinori et al., 2017;
Lidani et al., 2019).
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Figura 1. Expansao mundial da doenca de chagas. Distribuicdo de casos estimados da
doenca de Chagas no mundo. Adaptado de Martinez et al. (2019).

Com relacdo ao Brasil, as acdes regulares e sistematicas de controle
vetorial, além da intensa vigilancia na triagem de doadores de sangue e outros
tecidos, reduziu substancialmente o nimero de individuos infectados (Martins-
Melo et al., 2016). Estima-se que de 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas no Brasil
tenham DC. No entanto, acredita-se que este nimero esteja subestimado e
gue na realidade haja 2,3 a 5,2 milhGes de pessoas infectadas por T. cruzi no
pais, correspondendo a 1,0 a 2,4% da populacéo brasileira (Brasil, 2022).
Essa elevada prevaléncia da DC no pais € refletida na elevada taxa de
mortalidade. Nos ultimos 10 anos, foram registrados em média 4.000 Obitos
por ano no Brasil, 0 que representa uma das quatro principais causas de morte

por doencas infecciosas e parasitarias (Hotez; Fujiwara, 2014; Brasil, 2022).

Apesar dos avancos, a DC continua causando impactos médicos e
sociais causando a perda de cerca de 752.000 dias de trabalho devido a
mortes prematuras e US$ 1,2 bilhdo em produtividade na América Latina. A
carga global estimada da doenca é de US$ 627,46 milhdes em custos de
assisténcia médica (Conteh; Engels; Molyneux, 2010). Ademais, menos de
10% dos casos mundiais sdo diagnosticados e na data de hoje ainda néo

foram desenvolvidas vacinas ou remédios realmente eficientes contra a DC
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cronica, reiterando seu aspecto de doenca tropical negligenciada (OPAS,
2023).

1.2 Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi € um protozoario digenético e polifilético com
circulacdo no planeta datando de milhdes de anos. Possui uma ampla
distribuicdo na natureza, com circulagdo ocorrendo principalmente entre
insetos vetores e mamiferos silvestres (Dias, 2006). Pertencente a Ordem
Kinetoplastida e a Familia Trypanosomatidae, T. cruzi possui um unico flagelo
e um cinetoplasto, uma mitocondria diferenciada, que abriga DNA circular
(kDNA) (Brener, 1997; Dias, 2006).

O parasito possui um ciclo de vida complexo, que abrange tanto
hospedeiros invertebrados quanto vertebrados (Zingales et al., 2012). Com
relacdo a morfologia, ele apresenta trés estagios principais de
desenvolvimento (Figura 2): amastigotas, que sdo as formas encontradas
dentro das células do hospedeiro vertebrado; epimastigotas, que sdo as
formas presentes no intestino do hospedeiro invertebrado; e tripomastigotas,
gue sao altamente infecciosos e se originam dos amastigotas no final do ciclo
intracelular apds serem liberados no citoplasma e na corrente sanguinea. Os
tripomastigotas também surgem dos epimastigotas nas regides posteriores do

trato digestivo do hospedeiro invertebrado (Teixeira et al., 2012).
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Figura 2 Representacdo esquemética das formas evolutivas do protozoario
Trypanosoma cruzi. (a) Epimastigota: forma multiplicativa no inseto. (b) Amastigota: forma
de divisdo celular no hospedeiro vertebrado. (c) Tripomastigota: forma infectiva. Adaptado de
Teixeira et al. (2012).

T. cruzi € um parasito que apresenta uma grande diversidade biolégica
e genética. Essa diversidade pode ser detectada por meio de marcadores
bioldgicos, bioquimicos, imunologicos e genéticos. Devido a essa
heterogeneidade, varias classificacdes foram propostas, incluindo biodemas
(I, 11 e N, zimodemas (Z1, Z2 e Z3), esquizodemas, ribodemas, clones,
linhagens, grupos e unidades discretas de tipagem (DTUs, do inglés discrete

typing units) (Zingales, 2018).

Atualmente, a classificacdo das cepas de T. cruzi em DTUs é a que
melhor atende a necessidade de agrupar populacbes do parasito que s&o
geneticamente semelhantes. Essa classificacdo divide as cepas em 7 DTUs
(TclaTcVl e Tecbat) (Zingales et al., 2012; Zingales et al., 2009). Esses grupos
demonstram comportamentos distintos em relagdo a parasitemia, interacao
com as células hospedeiras, resposta imunologica do hospedeiro, resposta a

terapia medicamentosa, entre outros (Dias, 2006; Zingales, 2018).

O tropismo tecidual difere entre os varios DTUs. A cepa colombiana
(classificada como Tcl e utilizada no presente estudo) é miotrdpica. Ela se
destaca por induzir um parasitismo mais intenso no musculo estriado

esquelético (Camandaroba et al., 2006; Zingales et al., 2009) e provocar um
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acentuado impacto no coracdo do hospedeiro (Zingales et al., 2009). Essa
caracteristica pode explicar a maior sobrevida dos animais infectados por esta
cepa, uma vez que desenvolvem miocardite no estagio cronico da infeccéo,
levando a morte em uma fase mais avancada. Ademais, a cepa colombiana
demonstra uma notavel resisténcia aos medicamentos tripanocidas:
nifurtimox (NF) e benznidazol (BNZ), os mais usados para tratamento da DC

na fase aguda (Camandaroba, 2005).

1.3 Ciclo Biolégico do Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida de T. cruzi é heteréxeno, isto é, se alterna entre dois
hospedeiros: invertebrado e vertebrado. O ciclo tem seu inicio quando o vetor
triatomineo durante o repasto sanguineo ingere tripomastigotas de um
hospedeiro mamifero infectado. Esses tripomastigotas se diferenciam em
epimastigotas, que se reproduzem por fissdo binaria no intestino do vetor.
Apés cerca de 3 a 4 semanas, as formas epimastigotas se transformam em
tripomastigotas metaciclicos na parte final do intestino do vetor
(metaciclogénese). Estas formas sdo altamente infectantes para hospedeiros
vertebrados (Rassi et al., 2010; Nagajyothi; Machado, et al., 2012).

A transmissao da infeccdo ocorre ap6s o repasto sanguineo do vetor
quando suas fezes e/ou urina contaminadas com tripomastigotas metaciclicas
entram em contato com as mucosas do nariz, cavidade oral, conjuntiva ou
escoriacbes do hospedeiro vertebrado. Uma vez dentro do organismo do
hospedeiro vertebrado, o0s tripomastigotas circulantes invadem células
endoteliais e do tecido conjuntivo e se diferenciam em amastigotas dando
inicio a um processo de intensa multiplicagdo por divisédo binaria. A medida
qgue a célula é preenchida por amastigotas, estas formas se diferenciam em
tripomastigotas que lisam as células e alcancam a corrente sanguinea, onde

migram para outros tecidos podendo infecta-los (Teixeira et al., 2006). O ciclo
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se reinicia quando o vetor ingere as formas sanguineas do parasito durante a
hematofagia (Bern, 2015) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida do protozoario Trypanosoma cruzi. (1) Durante o repasto
sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado, o vetor triatomineo (fémea ou macho)
ingere formas tripomastigotas metaciclicas presentes no sangue. (2) Tripomastigotas
metaciclicos. (3) Os tripomastigotas ingeridos se diferenciam em epimastigotas no intestino
médio do vetor. (4) Os parasitas se multiplicam e se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos no intestino médio. (5) Tripomastigotas metaciclicos infecciosos no intestino
posterior. (6) O vetor infectado realiza o repasto sanguineo e libera tripomastigotas
metaciclicas em suas fezes efou urina, perto do local da picada. Os tripomastigotas entram
no hospedeiro através dessa lesédo ou através de membranas de mucosas intactas, como a
conjuntiva. (7) Os tripomastigotas metaciclicos adentram a corrente sanguinea. (8)
Tripomastigotas infectam células nucleadas. (9) Dentro da célula, os tripomastigotas se
diferenciam em amastigotas e se multiplicam por fissdo binaria. (10) Amastigotas se
diferenciam em tripomastigotas. (11) Os tripomastigotas lisam a célula. (12) Os
tripomastigotas invadem a corrente sanguinea e podem infectar novas células. Em caso de
repasto sanguineo pelo inseto vetor, o ciclo é reiniciado. (12a) Os tripomastigotas no
hospedeiro vertebrado infectam células de uma variedade de tecidos e se transformam em
amastigotas intracelulares em novos locais de infeccdo. Adaptado de Pérez-Molina; Molina
(2018); Teixeira et al. (2012).
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1.4 Vias de Transmissao

A principal forma de transmissédo da DC ocorre através da picada de
insetos triatomineos (Abad-Franch; Monteiro, 2005). Os barbeiros, como séo
popularmente conhecidos, pertencem a familia Hemiptera e possuem cerca
de 152 espécies identificadas como vetores potenciais do parasito com trés
géneros em destaque: Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius (Vieira et al.,
2018). Além disso, ja foram descritas mais de 100 espécies de mamiferos que
servem de reservatorio de T. cruzi (Roque; Jansen, 2014). Além da
transmissao primaria (vetorial), existem as chamadas secundarias, isto €,
outras vias fora do ciclo biolégico natural do parasito, sdo elas: via oral,
transmissdo congénita, transplante de 0Orgdos e sangue e exposicao
ocupacional (Carlos; Dias; Neto, 2011; Dias; Amato Neto; Luna, 2011).

A transmissao por via oral acontece através de alimentos contaminados
com o parasito. Ela tem apresentado um crescimento epidemiolégico
importante nos ultimos anos no Brasil, sendo responsavel por 70% dos novos
casos (Costa et al., 2017; Magalhdes-Santos, 2014). Os primeiros casos de
transmissao oral foram registrados na década de 60 no Rio Grande do Sul
através da ingestdo de caldo de cana de aglcar contaminado, seguidos de
surtos em regides do nordeste e, principalmente, da regido amazonica (Trotta
et al., 2014; Bruneto et al., 2021).

A transmissdo congénita ou vertical ocorre quando a mae transmite via
cordao umbilical parasitos vivos que persistem apds o nascimento da crianca
(Carlier; Truyens, 2010; Cevallos; Hernandez, 2014). A frequéncia de
transmissao congénita varia de acordo com a regiao avaliada. No continente
americano, por exemplo, a taxa € de 2%, mas em paises como Argentina,
Bolivia e México, ela varia entre 5% e 7%. No Brasil, ela fica em torno de 1,7%
(Santana et al., 2020; Nobre et al., 2021).
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A transmissao da DC por transplante de 6rgdos pode ocorrer atraves
da doacdo de um o6rgdo por um doador infectado. Essa forma ja foi
documentada em transplantes de coracéo, figado, medula 6ssea, pancreas e
rim. Os primeiros relatos datam do inicio da década de 1980 (Altclas et al.,
2005; Dias et al., 2011). No entanto, a partir de 2009, a regulamentacéo de
transplantes no Brasil restringiu a possibilidade de pacientes com DC serem
aceitos como doadores de 6rgaos. Isso se deve a implementacéo da triagem
soroldgica sistemética, a qual limita esse tipo de doacdo em individuos
infectados (Dias et al., 2016). Devido a criagcdo do sistema nacional de sangue
e hemoderivados no Brasil, foi estabelecida a obrigatoriedade da realizacdo
de testes sorolégicos para DC para os candidatos a doacdo de sangue. Sendo
assim, os casos de DC transfusional (DCT) sdo minimos (Dias, 2006). Apesar
do 6timo cenério brasileiro, a DCT acontece em paises ndo-endémicos onde
ndo ha programas de vigilancia soroldgica, contribuindo para a disseminacao
da doenca (Antinori et al., 2017).

Com menos frequéncia, também sdo reportados casos por acidentes
em laboratérios ou exposicdo ocupacional, como profissionais que fazem
manejo de animais infectados ou trabalham diretamente com o vetor (Dias et
al., 2011).

Além disso, alguns estudos sugerem a possibilidade de transmisséo
sexual (Araujo et al.,, 2017; Gomes et al.,, 2019). Esse mecanismo de
transmissao ja foi mostrado em modelo murino, tanto em fase aguda quanto

em fase cronica (Ribeiro et al., 2016).

1.5 Manifestacdes Clinicas

A DC se apresenta em duas fases: aguda e crbnica. O periodo de
incubacdo no homem apos a infeccdo € de 1 a 8 semanas (Figura 4). Nessa

fase inicial, a principal caracteristica é a alta parasitemia, que pode ser
detectada microscopicamente. A maioria das infeccdes agudas passa
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despercebida, ndo sendo diagnosticada. Os sintomas geralmente séo leves e
inespecificos e incluem febre, mal-estar, hepatoesplenomegalia e linfocitose
atipica. Eventualmente pode surgir nédulo na pele (chagoma) ou edema
prolongado e indolor na palpebra (sinal de Romafia) que podem indicar o local
de inoculacao do parasita (Rassi et al., 2010; Pérez-Molina; Molina, 2018). No
entanto, de 1 a 5% dos casos, a doenca aguda assume uma forma grave,
apresentando manifestacdes como miocardite aguda, derrame pericardico e
meningoencefalite, com risco de 6bito que pode variar de 0,2% a 0,5% dos
casos (Pinto et al., 2008). Os surtos de infeccédo oral por T. cruzi parecem
estar associados a uma maior incidéncia de miocardite e taxas de letalidade
mais elevadas do que as infec¢des transmitidas por vetores (Shikanai-
Yasuda; Carvalho, 2012; Bern, 2015).
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Figura 4. Manifestagdes clinicas da doenca de Chagas de acordo com a fase da
infeccdo. Fonte: Autoria prépria (2023).

A fase aguda geralmente se resolve espontaneamente, apos a qual os
pacientes evoluem para a fase crénica com baixa significativa da parasitemia
(Figura 4). Aproximadamente 70% dos individuos infectados néo
desenvolvem sintomas, condicdo conhecida como a forma crénica

indeterminada da DC, que tem um bom prognéstico e é caracterizada pela
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soropositividade para T. cruzi, além da auséncia de sinais clinicos e sintomas
de envolvimento cardiaco e digestivo, com radiografia de térax e
eletrocardiografia normais (Dias, 1989; Pérez-Molina; Molina, 2018). No
entanto, devido a maior sensibilidade dos métodos diagndsticos atuais, como
ecocardiografia, ressonancia magnética e manometria esofagica, um certo
namero de pacientes com a forma cronica indeterminada estd sendo
diagnosticado com anormalidades cardiacas ou digestivas sutis. Porém, ainda
nado esta claro se essas alteracdes estdo associadas a um pior progndstico
(Viotti et al., 2004; Pérez-Ayala et al., 2011).

Aproximadamente 30 a 40% dos pacientes cronicamente infectados
podem desenvolver sintomas no coracao e/ou intestino 10 a 30 anos apos a
infeccao inicial (Pérez-Molina; Molina, 2018). Os sintomas cardiacos na fase
crbnica sdo responsaveis pela alta morbidade e mortalidade, e s&o a principal
causa de cardiomiopatia ndo-isquémica na América Latina. Ocorre em 45%
dos pacientes cronicamente infectados, e afeta principalmente o sistema de
conducao e o miocardio. Os primeiros sinais sdo geralmente problemas no
sistema de conducéo, especialmente bloqueio de ramo direito ou bloqueio
fascicular anterior esquerdo. Outro sinal precoce sao as contracoes
ventriculares prematuras multiformes, mas elas podem passar despercebidas
sem monitoramento eletrocardiografico ambulatorial. A cardiomiopatia
chagasica cronica (CCC) é altamente arritmogénica. Os pacientes afetados
eventualmente progridem para cardiomiopatia dilatada e insuficiéncia
cardiaca congestiva, além disso, podem ter derrames ou outros eventos
tromboembdlicos como resultado da formacdo de trombos no ventriculo
esquerdo dilatado ou aneurisma. (Rassi et al., 2001, 2010, 2012; Bern, 2015;
Pérez-Molina; Molina, 2018). Em andlises histolégicas, observa-se miocardite
linfocitaria disseminada, presenca de poucos ninhos de amastigotas, fibrose

intersticial generalizada e atrofia dos midcitos (Rossi, 1991).

A ocorréncia de complicacfes gastrointestinais € menos frequente
(21% dos casos crbnicos sintomaticos), afetando, predominantemente, o

es6fago, o célon ou ambos e resulta em danos aos neurbnios intramurais
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(Matsuda et al., 2009). As manifestacbes da doenca esofagica variam de
distarbios de motilidade assintomaticos e acalasia leve a megaesofago grave,
com sintomas que incluem disfagia, odinofagia, refluxo esofagico, perda de
peso, aspiracdo, tosse e regurgitacdo. O megacélon é caracterizado por
constipacao persistente e pode levar a fecaloma, volvulo e isquemia intestinal.
O acometimento cardiaco e gastrointestinal pode se apresentar juntos, mas
sao raros (Matsuda et al., 2009; Pinazo et al., 2010; Pérez-Molina; Molina,

2018).

De interesse, a DC também é uma das principais causas de acidente
vascular encefalico (AVE) cardioembdlico, sendo até duas vezes mais comum
na CCC do que em outras formas de cardiomiopatia (Cardoso et al., 2014). A
incidéncia de AVE isquémico foi estimada em 2,7 eventos por 100 pacientes
por ano, e cerca de um terco dos pacientes que sofrem AVE isquémico podem

ter infeccéo assintomética por T. cruzi (Nunes et al., 2009; Carod-Artal, 2013).

1.6 Patogénese da doenca de Chagas

Apesar de décadas de estudo, a patogénese da DC nado esti
completamente esclarecida, suscitando uma série de questionamentos que
levaram ao desenvolvimento de teorias para elucidar seus mecanismos
subjacentes. Duas teorias principais tém sido consideradas nesse contexto: a

teoria da persisténcia parasitaria e a teoria dos mecanismos autoimunes.

1.6.1 Persisténcia parasitéaria

A teoria da persisténcia parasitaria sustenta a hipotese de que a
inflamacdo e os danos teciduais na DC sao causados pela presenca do
parasita no hospedeiro, onde sua multiplicacdo intracelular pode levar a
ruptura das células parasitadas, expondo antigenos que desencadeiam uma

resposta imunoldgica adaptativa, resultando em inflamacdo e suas
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consequéncias em diferentes tecidos (Teixeira et al., 2011; Ramirez-Toloza;
Ferreira, 2017; Bonney et al., 2019). Estudos mostraram uma associacao
entre a deteccdo de antigenos e a gravidade do processo inflamatorio no
miocardio. Observou-se uma taxa de 100% de positividade ao antigeno em
amostras de pacientes com miocardite severa. Em casos de miocardite leve
ou de auséncia de infiltrados inflamatorios ndo foram identificados fragmentos
de parasitas. Essas descobertas evidenciam a relevancia da presenca do
parasita na sustentacdo e intensidade da inflamacdo miocéardica na CCC
(Higuchi et al., 1993; Zhang; Tarleton, 1999). Essa hip6tese ganhou apoio com
a deteccdo do parasito em pacientes cronicamente infectados através do uso
de metodologias avancadas de biologia molecular, como a PCR quantitativa
em tempo real (QPCR) (Barbosa et al.,, 2011). Além disso, o0 emprego de
sistemas de imagem de bioluminescéncia altamente sensiveis, capazes de
detectar o T. cruzi expressando luciferase, possibilitou um acompanhamento
prolongado da infeccdo in vivo em modelos murinos e trouxe novas

descobertas sobre a distribuicéo tecidual do parasito (Lewis et al., 2014).

Durante as infec¢des cronicas em camundongos, verificou-se que a
circulagéo de T. cruzi pelo organismo € dindmica e ndo se concentra apenas
no coracdo, mas esta presente em outros tecidos, como no trato
gastrointestinal, especificamente no estbmago e no célon. Com base nesses
achados, sugere-se que o intestino possa funcionar como um reservatorio
para o T. cruzi, com migracfes ocasionais para o miocardio, o que explicaria
a miocardite e fibrose cardiaca encontrada nesses animais (Silberstein et al.,
2018). Outra maneira pela qual o parasito pode provocar leses no miocardio
€ através do estresse oxidativo. Sabe-se que em murinos e humanos
infectados por T. cruzi pode haver disfungdo mitocondrial, resultando no
aumento da geracao de superoxido e espécies reativas de oxigénio (ROS) no
coracdo, 0 que pode provocar a apoptose de cardiomiécitos, o que esta
correlacionado a gravidade da CCC (Wen; Vyatkina; Garg, 2004; Dhiman et
al., 2013).
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Da mesma forma, estudos indicaram que o TA pode ser um nicho
permissivo para a permanéncia de T. cruzi na fase cronica da infeccao,
contribuindo para a patogénese da DC (Nagajyothi et al., 2014; Tanowitz et
al., 2017). Formas amastigotas podem entrar em estado laténcia no TA por
um periodo prolongado e, posteriormente, se diferenciar em tripomastigotas
ativas capazes de invadir outros tecidos e reiniciar um processo de infecgéo

ativa lesionando diferentes érgdos (Sanchez-Valdéz et al., 2018).

Estudos evidenciaram que a carga parasitaria durante a infeccédo por
T. cruzi desempenha um papel fundamental na determinacédo do padréo de
resposta imunoldgica do hospedeiro, o que pode resultar no controle do
parasita ou em danos teciduais (Borges et al., 2013). Refor¢cando essa teoria,
estudos que empregaram tratamentos com drogas antiparasitarias destacam-
se nesse contexto. O uso dessas drogas na fase aguda da doenca pode
prevenir a transicdo para a fase cronica em 50 a 70% dos pacientes. Um
estudo que utilizou o0 BNZ como tratamento durante a fase aguda da DC em
camundongos reduziu a mortalidade e a gravidade da doenca, indicando que
a eliminacdo do parasita pode resultar na atenuacdo ou erradicacdo da
resposta autoimune na fase cronica da infecgao, principalmente ao reduzir o
dano aos cardiomidcitos e mitigar o mimetismo molecular (Ferreira, 1961;
Hyland et al., 2007).

1.6.2 Autoimunidade

Um aspecto intrigante em relacdo a DC diz respeito a diminuicdo da
quantidade de parasitos na fase crbnica da infeccdo, momento em que as
principais manifestacdes clinicas da doenga podem aparecer. Além disso, 0s
medicamentos eficazes contra as formas sanguineas do protozoario (BNZ e
NF) ndo possuem efeitos benéficos significativos quando usados na fase
cronica (Morillo et al., 2015). Embora as técnicas histolégicas geralmente néo
revelem a presenca de parasitas no interior das células durante a fase cronica,

os achados histopatolégicos das lesdes cardiacas indicam inflamacédo e

34



remodelagdo tecidual, com a presenca de miocardite rica em macréfagos e
células T, bem como hipertrofia e fibrose, predominantemente resultantes dos
danos as fibras miocardicas. Estudos indicam uma correlacdo positiva entre a
presenca de miocardite e o0 subsequente desenvolvimento de fibrose
intersticial (Higuchi et al., 1987; Benvenuti et al., 2008).

Esses aspectos deram origem a uma outra hipotese para explicar a
patogénese da DC, conhecida como teoria da autoimunidade (Teixeira et al.,
2011; Guimaro et al., 2014). A autoimunidade ocorre quando existe uma falha
na tolerdncia imunoldgica, levando ao reconhecimento incorreto de
componentes proprios do organismo como invasores. I1sso desencadeia uma
resposta inflamatdria que pode causar danos severos nos tecidos-alvo,
resultando em comprometimento grave e perda de funcdo. Esse
desregulamento da resposta imunoldgica provoca um processo inflamatorio
cronico. De fato, ativagdo adequada do sistema imune é fundamental para
conter o parasito de maneira a ndo provocar danos teciduais (La Cava, 2011;
Guimaro et al., 2014).

Durante a infec¢do por T. cruzi, a resposta imune inata e adaptativa do
hospedeiro desempenha um papel crucial para sua sobrevivéncia. Muitas
células do sistema imune inato, como células dendriticas, macréfagos e
células NK (do inglés, natural killer), desempenham uma funcéo importante ao
promover a endocitose dos parasitos, contribuindo assim para o controle
inicial da replicacdo de T. cruzi (Esper et al., 2015). Estudos que utilizam
imuno-histoquimica para avaliar a producao de citocinas no tecido miocardico
em modelos experimentais de cardiomiopatia chagasica em camundongos
revelam uma producdo persistente de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
fator de transformacao do crescimento-beta (TGF-[), interleucina 1 alfa (IL-
1a), interleucina 6 (IL-6), interferon-gama (IFN-y) e interleucina 10 (IL-10)
(Zhang; Tarleton, 1996). No entanto, € crucial que a resposta imune seja
equilibrada. Assim, a producdo de citocinas pré-inflamatérias € necesséria

para ativar as respostas efetoras dos linfécitos T, mas um excesso ou
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interrupcdo dessas respostas pode estar associado a patogénese tardia da

cardiomiopatia chagasica (Zhang; Tarleton, 1996; Teixeira et al., 2002).

A primeira evidéncia da autoimunidade foi fornecida por Santos-Buch e
Teixeira (1974) que demonstraram que linfocitos de coelhos chagésicos
crdnicos eram capazes de destruir células cardiacas de fetos de coelhos. Os
linfécitos de coelhos saudaveis, por outro lado, ndo atacavam o coragéo dos
fetos. Isso mostrou que os linfécitos imunocompetentes dos coelhos
chagasicos cronicos possuiam a capacidade pré-formada de atacar miofibras
e neurbnios do sistema nervoso parassimpatico de coelhos saudaveis sem
DC (Teixeira et al., 2011).

Para explicar a autoimunidade, diversos mecanismos foram propostos.
O primeiro deles € o mimetismo molecular, que € o processo pelo qual um
patégeno pode desencadear uma resposta imunoldgica contra células do
hospedeiro. Isso ocorre quando o patégeno apresenta estruturas moleculares
semelhantes as de células do hospedeiro (Teixeira et al., 2011; Bonney;
Engman, 2015; De Bona, et al., 2018). Como exemplo, a proteina flagelar de
tripomastigotas (FL-160) possui dois epitopos distintos que imitam epitopos
encontrados em tecidos nervosos (Voorhis, Van et al.,, 1993). A proteina
ribossomal L27 de T. cruzi também compartilha uma notavel similaridade com
proteinas ribossomais de diversas espécies, incluindo Homo sapiens (Perone
et al., 2003). O reconhecimento especifico de anticorpos contra a miosina
cardiaca foi observado em camundongos inoculados com extrato de T. cruzi
(Leon; Engman, 2001). Além disso, moléculas especificas do parasito foram
identificadas como responséaveis pelo desencadeamento da resposta imune,

como o antigeno B13 (Abel et al., 2005) e a cruzipaina (Aoki et al., 2004).

O segundo mecanismo da autoimunidade é a ativacdo bystander que
sugere que a exposicao continua de antigenos no tecido danificado poderia
estimular linfécitos a se tornarem autorreativos. Dessa forma, o dano
mecanico causado diretamente por T. cruzi, juntamente com respostas
imunes especificas e ndo especificas ao parasito, resultaria na liberacéo

significativa de autoantigenos em um ambiente abundantemente rico em
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mediadores inflamatorios. Citocinas, como o TNF e quimiocinas, ativariam
células T autorreativas, as quais comecariam a se multiplicar intensamente.
Além disso, o processo inflamatério também poderia alterar os padrbes de
migracao de linfocitos e ativar células apresentadoras de antigenos. (Girones
et al. 2005; Wen et al., 2008).

Por fim, ha a hipétese de integracdo de minicirculos de KDNA de T.
cruzi no genoma do hospedeiro. Diversos estudos demonstraram que o T.
cruzi pode transferir fragmentos de seu DNA para o genoma hospedeiro
(Hecht et al., 2010; Teixeira et al., 2011; Wesley et al., 2019) Esses
fragmentos, chamados de minicirculos de kDNA, estdo associados a
elementos moéveis do DNA do hospedeiro, chamados de retrotransposons
(Nitz et al., 2004; Simbes-Barbosa et al., 2006) A integracdo dos minicirculos
no genoma do hospedeiro € mediada por microhomologia, um mecanismo de
reparo de DNA. A transferéncia horizontal de KDNA de T. cruzi tem sido
associada a respostas autoimunes na DC crbdnica. Isso ocorre porque 0s
minicirculos de kDNA podem ser expressos no hospedeiro, produzindo
proteinas que podem ser reconhecidas pelo sistema imunolégico como
estranhas ao organismo. A inser¢cdo dos minicirculos no genoma da célula
hospedeira também pode alterar a expressao ou provocar o silenciamento de

genes ja existentes (Hecht et al., 2010; Teixeira et al., 2011).

Vale ressaltar que as teorias da persisténcia parasitaria e de
autoimunidade n&o sao excludentes e ambas podem estar implicadas na
fisiopatologia da DC (Teixeira et al., 2011). A Figura 5 ilustra os diferentes

mecanismos relacionados a patogénese da DC.
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Figura 5. Mecanismos da patogénese da doenca de Chagas. a) Persisténcia do parasita
resulta em lise celular durante sua diferenciacdo e multiplicacdo. b) Ativacdo da imunidade
especifica contra T. cruzi contribui para a destruigdo dos midcitos. c) Ativacdo exacerbada da
imunidade inata leva a reconhecimento ndo especifico por ativacdo bystander. d)
Autoimunidade induzida por parasitas gerada por mimetismo molecular entre parasita e
autoantigenos (parte a esquerda da imagem) ou ativagdo de células T autorreativas apés a
lise celular por T. cruzi (a direita da imagem); e) Transferéncia de minicirculos de KDNA de T.
cruzi para o genoma da célula hospedeira. Fonte: Morais, 2022.

1.7 Diagnéstico

Conforme as diretrizes do Ministério da Saude, o diagndstico da DC
requer a combinacgdo de informacdes clinicas e epidemioldgicas que devem
ser confirmadas por meio de testes laboratoriais. A escolha dos exames
laboratoriais apropriados varia de acordo com a fase da doenca em que o
paciente se encontra e pode ser classificada em duas categorias distintas:

testes parasitoldgicos e testes sorologicos (Brasil, 2019).

O diagndéstico parasitologico da DC fundamenta-se na identificacédo de

parasitos nos tecidos dos individuos afetados. Esse método é particularmente
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eficaz durante a fase aguda da doenca, devido a elevada parasitemia, o que
permite a deteccdo microscopica direta dos parasitos no sangue. As técnicas
parasitologicas diretas mais comuns compreendem a observacéo a fresco de
tripanossomatideos sob microscopio 6ptico, o uso da técnica de gota espessa
e métodos que visam concentrar os parasitos. Adicionalmente, existem
abordagens parasitologicas indiretas tradicionais, como o xenodiagnostico
que € um procedimento que envolve a alimentacédo de ninfas de triatomineos
nao infectadas com o sangue de paciente potencialmente infectado pelo T.
cruzi. Em seguida as amostras sdo mantidas em meio de cultura para possivel

identificacdo do parasito (Teixeira et al., 2018; Brasil, 2019).

Entre os métodos parasitologicos, existem os testes de biologia
molecular. Eles s&o considerados boa opcdo para complementar o
diagndstico e séo os mais utilizados em centros de pesquisa (Brasil, 2019).0
principal deles € a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que demonstra alta
sensibilidade e especificidade, Dessa forma, por meio das técnicas de PCR
(convencional ou em tempo real), € viavel a identificacdo do parasito em
amostras biologicas do paciente, uma vez que esses métodos de amplificacéo
de acidos nucleicos possuem como alvo sequéncias de DNA especificas de
T. cruzi. Além disso, a gPCR permite a quantificacdo da carga parasitaria

(para revisdo, Hagstrém et al., 2019).

O diagnéstico soroldgico da DC é realizado por meio de testes
imunoldgicos, no entanto, sdo métodos indiretos e ndo sdo os mais
apropriados para a fase aguda. No entanto, podem ser empregados quando
0S exames parasitologicos forem negativos e a suspeita clinica persistir. Os
métodos mais utilizados sdo a hemaglutinacdo indireta (HAI), a
imunofluorescéncia indireta (IFI) e o método imunoenzimético (ELISA) (Brasil,
2019; OPAS, 2019). A confirmacédo da infec¢do é estabelecida quando pelo
menos dois testes distintos apresentam reatividade, sendo preferencialmente
0 ELISA um deles (Brasil, 2019).
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1.8 Tratamento

Dois medicamentos comerciais estdo disponiveis para combater o T.
cruzi: BZN e NF, que foram introduzidos no mercado em 1971 e 1965,
respectivamente. No Brasil, apenas o BZN é autorizado (Ribeiro et al., 2020).
O principal critério para avaliar a eficacia do tratamento é a conversdo de
sorologia positiva para negativa, juntamente com resultados negativos em

testes parasitolégicos (Gutierrez et al., 2009; Ribeiro et al., 2020).

Durante a fase aguda da doenca, ambos os medicamentos tém
sucesso clinico, inclusive no tratamento da DC congénita. No entanto, na fase
cronica da doencga, estima-se que a taxa de cura com o BZN varia de 8% a
40%. Portanto, a eficacia do tratamento nessa fase é considerada baixa (Zrein
et al., 2018).

Varios elementos parecem exercer influéncia na taxa de sucesso do
tratamento medicamentoso, incluindo o genétipo do parasito, a idade do
paciente, o tempo decorrido entre a infeccdo e o inicio do tratamento, bem
como o quadro clinico. Além disso, € importante destacar que esses
medicamentos possuem uma série de efeitos colaterais, provocando a
descontinuidade do tratamento por muitos pacientes. O BZN, por exemplo,
pode provocar hipersensibilidade, dermatites com erupg¢des cutaneas, edema,
febre, anorexia, perda de peso corporal, linfadenopatia, dor muscular,
depressdo da medula Ossea, trombocitopenia e agranulocitose,
polineuropatia, parestesia e polineurites periféricas (Pontes et al., 2010).
Diante dessas consideracoes, é fundamental avaliar a relacédo entre os efeitos
adversos e o0s beneficios esperados do tratamento, especialmente quando se
trata dos riscos associados ao desenvolvimento de complicacdes cardiacas
e/ou digestivas na auséncia de intervencdo terapéutica (Gutierrez et al.,
20009).

Atualmente, o tratamento da DC é baseado na monofarmacologia, na

qual é prescrito somente um medicamento para tratamento da doenga sendo
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este apresenta eficacia limitada e efeitos colaterais graves. Para superar
essas limitacGes, estdo sendo conduzidos estudos voltados para o
desenvolvimento ou isolamento de novos medicamentos, como O

reposicionamento de farmacos (Aguilera et al., 2019).

O reposicionamento de farmacos envolve a utilizacdo de agentes
farmacoterapéuticos com perfis conhecidos de atividade e efeitos colaterais,
que ja estdo comercializados para o tratamento de outras doencas. Essa
estratégia € um dos métodos mais empregados e bem-sucedidos no
desenvolvimento de novos tratamentos, especialmente para doencas
negligenciadas (para revisdo, Ribeiro et al., 2020). Essa abordagem é
vantajosa devido ao custo e ao tempo significativos envolvidos no
desenvolvimento de novos medicamentos, uma vez que 0S cOmpostos
utiizados no reposicionamento ja& possuem perfis toxicolégicos e
farmacocinéticos investigados quando aplicados em sua indicacdo

terapéutica original (Alberca et al., 2016).

Medicamentos de diversas classes farmacolégicas tém sido testados
contra o T. cruzi como alternativa para o tratamento da DC. A benidipina e a
clofazimina, um blogqueador de canais de calcio e um antibiotico,
respectivamente, atuam inibindo a cruzipaina, uma principal cisteino-protease
do parasito. Esses compostos apresentaram resultados promissores,
reduzindo a carga parasitaria no sangue e no tecido muscular esquelético,
assim como diminuindo os efeitos inflamatorios da infeccéo. Outros farmacos,
como o antiparasitario triclabendazol, o antifiungico sertaconazol e o
antidepressivo paroxetina, também apresentaram inibicdo da proliferacdo do
parasito na sua forma epimastigota (Alberca et al., 2016; Sbaraglini et al.,
2016).

Dada a auséncia de tratamento medicamentoso verdadeiramente
eficaz na fase cronica da infeccdo, surgem estratégias voltadas para a
reducdo da carga parasitaria e o0 controle da resposta imunologica
desencadeada pelo parasito. Sendo assim, alguns estudos foram conduzidos

com o objetivo de explorar o potencial do exercicio fisico no contexto da
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infeccdo por T. cruzi, pois pode ser uma ferramenta terapéutica nao
medicamentosa auxiliar ndo s6 na prevencao, mas também no tratamento da
DC (Soares et al, 2012; Moreira et al., 2014a; Moreira et al.,
2014b;Warburton; Bredin, 2016; Gabriel; Zierath, 2017).

2. Exercicio Fisico e doenca de Chagas

A préatica regular de exercicios fisicos (EF) oferece beneficios
indiscutiveis para a saude, e, por esse motivo, tem sido empregado como
ferramenta terapéutica ndo medicamentosa auxiliar n&o apenas na
prevencdo, mas também no tratamento de varias patologias(Vina et al., 2012;
Warburton; Bredin, 2016; Gabriel; Zierath, 2017). A pratica frequente de EF
desencadeia adaptacdes positivas em diversos sistemas fisiolégicos,
incluindo os sistemas cardiovascular e imunolégico (Pedersen; Hoffman-
Goetz, 2000; Vina et al., 2012) (Figura 6). Este ultimo desempenha um papel
crucial na defesa do organismo contra agentes patogénicos (Pedersen;
Hoffman-Goetz, 2000). Além disso, o EF estd associado a beneficios
relacionados a composicao corporal, como 0 aumento da massa magra e a
reducao da massa gorda (Blain et al., 2000; Vina et al., 2012) e na qualidade
de vida (Fossati et al., 2021).

Uma vez que ainda ndo existe tratamento medicamentoso
verdadeiramente eficaz contra o protozodrio T. cruzi, especialmente na fase
cronica da infeccao (Ribeiro et al., 2020), estratégias que visem a reducado da
carga parasitaria, a regulacdo da resposta imune induzida pelo parasito e a
melhora da qualidade de vida dos pacientes tornam-se de grande importancia
(Moreira; Zanoni, et al., 2014).
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Figura 6. Efeitos do exercicio fisico regular. Adaptado de Vina et al. (2012) e Guo et al. (2020).
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2.1 Exercicio fisico pré-infec¢cédo por Trypanosoma cruzi

O treinamento fisico realizado previamente a infec¢do influencia
positivamente a resposta do hospedeiro ao T. cruzi. Estudos indicam que
camundongos submetidos ao treinamento fisico moderado antes da infec¢éo
exibem reducdo no pico de parasitemia sanguinea e diminuicdo na carga
parasitaria total em comparacao aos sedentéarios infectados (Soares et al.,
2010; Moreira et al., 2014a; Moreira et al., 2014b; Lucchetti et al., 2017).
Soares et al. (2012) utilizou camundongos machos e fémeas de linhagens
diferentes (Swiss e BALB/c) para avaliar a influéncia do exercicio pré-infeccéo
e obteve resultados semelhantes (Soares et al., 2012), reiterando o fator de
resisténcia do exercicio fisico contra o desenvolvimento de T. cruzi
(Schebeleski-Soares et al., 2009).

Com relacdo a resposta imune, os padrdes dos niveis de citocinas nao
sao conclusivos. Por exemplo, alguns estudos ndo encontraram diferencas
nos niveis do TNF-a na fase aguda entre camundongos treinados e nao
treinados antes da infeccdo por T. cruzi (Schebeleski-Soares et al., 2009;
Soares et al., 2010). Por outro lado, resultados de Moreira et al. (2013; 2014a;
2014b) indicaram um aumento de TNF-a e TGF- apés 75 dias pos infeccéo
(dpi) em camundongos treinados previamente a infeccdo. Sabe-se que o TNF-
a desempenha um papel na resposta imune contra T. cruzi, enquanto o TGF-
B esta envolvido na reparagéo tecidual e na regulagao do sistema imunoldgico
(Anker; Coats, 1999; Abbas et al., 2019). A sintese aumentada dessas
moléculas sugere que o EF moderado pode potencializar a resposta imune e
promover a reparacgédo tecidual em animais infectados por T. cruzi. Além disso,
o EF reduziu o numero de focos inflamatoérios decorrentes da infec¢cdo, com
reducdo na inflamacdo no colon (Moreira et al., 2014b). Modificac6es nos

niveis de IFN-y e IL-10 ndo foram encontradas por Moreira et al. (2013).

Lucchetti et al. (2017) mostraram que camundongos treinados

previamente a infec¢do por T. cruzi tiveram diminui¢éo na frequéncia cardiaca

44



(FC) com niveis considerados normais de Oxido nitrico (NO) no tecido
cardiaco em comparacdo aos camundongos infectados sedentarios. Além
disso, este grupo treinado exibiu niveis reduzidos de citocinas pro-
inflamatorias (IL-12, TNF-a, IFN-y) e proteina quimiotatica de mondcitos-1
(MCP-1, do inglés monocyte chemoattractant protein-1), indicando uma
modulacdo na reacéo inflamatéria na qual foi estabelecido um equilibrio entre
as respostas Thl e Th2 adequado para combater a infec¢do. Isso sugere que
os efeitos positivos do EF aerébico moderado poderiam atuar de maneira
profildtica contra a inflamagcdo que ocorre nas fases iniciais da infeccéo
(Lucchetti et al., 2017).

2.2 Exercicio pos-infeccdo por Trypanosoma cruzi

Até onde sabemos, apenas um estudo avaliou o efeito do treinamento
fisico pos-infeccdo por T. cruzi em camundongos. Pedra-Rezende et al.
(2021) submeteram camundongos C57BL/6 ao treinamento de intensidade
moderada em esteira rolante durante 4 semanas apés 150 dias de infeccao.
O principal resultado diz respeito a reducéo na fibrose cardiaca ap6s 180 dpi
nos animais treinados. Ademais, comparado ao grupo infectado e nao
treinado, ndo foi observado modificagdes no peso do coracdo, em sua funcao,
na carga parasitaria ou no grau de inflamacédo. O EF também n&o alterou a
concentracdo de citocinas plasmaticas com 120 e 180 dpi. Em relacéo a forga
muscular, ndo foi observado diferencas entre camundongos sedentarios ou
treinados néo infectados e infectados por T. cruzi aos 180 dpi (Pedra-Rezende
et al., 2021).

Em humanos, os estudos séo voltados principalmente para os
beneficios da préatica de EF na qualidade de vida dos pacientes infectados
cronicamente, concentrando-se sobretudo na avaliacdo da tolerancia ao
esforco fisico e na capacidade funcional dos individuos infectados Lima et al.,
2010; Fialho et al., 2012; Nascimento et al., 2014; Alves et al., 2016). De

45



acordo com nosso conhecimento, ndo ha estudos que relacionam a prética
regular de EF a evolucdo da DC. Embora alguns autores sugiram evitar o
treinamento fisico em pessoas com miocardite (Basso et al., 2007), Lima e
colaboradores (2010) demonstraram que o EF ndo acarreta efeitos adversos
em pacientes com CGC. Além disso, um trabalho com mulheres infectadas
por T. cruzi que se exercitaram em esteira durante seis semanas, realizando
duas sessfes semanais, mostrou reducédo significativa na pressao arterial e
na frequéncia respiratéria (FR), bem como aumento no consumo de oxigénio
(VO2) (Mendes et al., 2011).

Em resumo, embora haja evidéncias promissoras sobre os beneficios
do exercicio fisico na DC, é notavel a escassez de pesquisas direcionadas ao
treinamento apods a infeccdo por T. cruzi e suas implicagcdes. A continuidade
desses estudos é fundamental para preencher essa lacuna de conhecimento
e fornecer uma visado mais abrangente sobre o papel do EF na progressao da

doenca e no bem-estar dos pacientes.

3. Tecido adiposo

3.1 Tipos de tecido adioso

O TA constitui de 20 a 28% da massa corporal em individuos
saudaveis, com essa porcentagem variando conforme o género e o estado
energético (Frigolet; Gutiérrez-Aguilar, 2020). Sua funcéo depende do tipo, da
distribuicdo e de localizacédo no corpo, diferindo entre as espécies (Luong et
al., 2019; Frigolet; Gutiérrez-Aguilar, 2020; Borgeson et al., 2022). Existem
trés tipos de TA de acordo com suas func¢des, coloragdo, vascularizacédo e

estrutura.
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3.1.2 Tecido adiposo branco

O tecido adiposo branco (TAB) exibe variacao de cor, que vai de branco
a amarelado, dependendo da dieta. Essa coloracao é principalmente atribuida
ao acumulo de carotenos, pigmentos organicos naturais presentes em certos
alimentos, dissolvidos nos corpusculos lipidicos. Este tipo de TA é
predominante em humanos adultos e desempenha fungdo crucial no
armazenamento de lipidios, sendo um local essencial para a homeostase
energeética, com influéncia no metabolismo da glicose em resposta a insulina
e a atividade endécrina (Gesta; Tseng e Kahn, 2007; Frigolet; Gutiérrez-
Aguilar, 2020).

O TAB é composto principalmente por adipdcitos uniloculares, células
grandes com diametro de aproximadamente 50 a 150 pm, que sao
inicialmente esféricas quando isoladas, mas adotam formas poliédricas no
tecido devido a compressao reciproca entre elas. Essas células exibem uma
Gnica e grande goticula lipidica envolta por uma fina camada de citoplasma,
com nucleo achatado na periferia. Embora observagdes por microscopia
eletrénica revelem a presenca de corpusculos lipidicos muito menores, cortes
histolégicos comuns removem esses corpusculos devido ao processamento
com solventes organicos, deixando cada célula visivel apenas com sua
camada de citoplasma e nucleo (Zwick et al., 2018; Frigolet; Gutiérrez-Aguilar,
2020).

O TAB também possui por¢des de tecido conjuntivo que contém vasos
sanguineos e nervos, acompanhados por fibras reticulares (colageno lll) que
sustentam as células adiposas. A vascularizagdo do TA é notavelmente
abundante, considerando a pequena quantidade de citoplasma funcional,
resultando em uma relacéo volume capilar sanguineo/volume de citoplasma
maior do que em tecidos como o musculo estriado. Em situagdes de consumo
prolongado das reservas energéticas, o TA passa por uma mobilizacdo

lipidica, comegando pelos reservatorios subcutédneos, seguidos pelos do
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mesentério e retroperitoneais. No entanto, o TA localizado nos coxins das
maos e dos pés resiste a periodos prolongados de desnutricdo. A medida que
o tecido perde a maior parte de sua gordura, transforma-se em um tecido
composto por células de forma poligonal ou fusiforme, com corpusculos

lipidicos raros (Alaniz et al, 2006; Frigolet; Gutiérrez-Aguilar, 2020).

Historicamente, o estudo do TA, principalmente do TAB, ficou
concentrado nas fun¢des de controle homeostatico energético por meio do
armazenamento e liberacdo de lipideos em resposta as necessidades
metabdlicas e nutricionais do organismo (Alaniz et al., 2006; Zwick et al.,
2018). Com os avancos provenientes das pesquisas sobre o TA nos ultimos
anos, ficou evidente o seu papel nas funcbes enddcrinas do organismo por
meio da secrec¢ao de proteinas que desencadeiam sinais regulatorios em todo
0 corpo, conhecidas como adipocinas (Alaniz et al, 2006; Coelho et al., 2013).
Essas adipocinas incluem uma variedade de fatores pro-inflamatérios e anti-
inflamatérios, como leptina, adiponectina, resistina e visfatina, além de
citocinas e quimiocinas como TNF, IL-6, MCP-1 e outros (Saely; Geiger;
Drexel, 2012; Coelho; Oliveira; Fernandes, 2013; Grant; Dixit, 2015; Gu et al.,
2023). Além disso, essas biomoléculas estdo envolvidas no controle do
comportamento alimentar, na sensibilidade periférica a insulina e até mesmo
no desenvolvimento do sistema reprodutor feminino (Giralt; Cereijo; Villarroya,
2015).

Observa-se niveis alterados de adipocinas em diversas condi¢cdes
inflamatdrias, embora seu papel patogénico ainda ndo esteja totalmente
esclarecido. Todas essas moléculas integram-se em uma rede de
comunicacao com outros tecidos e 6rgaos, como musculo esquelético, cortex
adrenal, cérebro e sistema nervoso simpético, desempenhando um papel
crucial na regulacéo do apetite, equilibrio energético, imunidade, sensibilidade
a insulina, angiogénese, pressao arterial, metabolismo e homeostase lipidica
(Alaniz et al., 2007; Bluher; Mantzoros, 2015; Fasshauer; Bluher, 2015; Gu et
al., 2023).

A Figura 7 ilustra a distribuicdo do TAB no homem e em modelo murino.
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Figura 7. Comparacéo entre tecido adiposo humano e de roedores. Os principais tecidos
adiposos branco (TAB) séo o visceral e o subcutaneo. Em relacdo ao visceral, tanto no
homem como em roedores, os predominantes sdo o epicardico/pericardico (ndo mostrado), o
perirrenal, o retroperitoneal e o mesentérico. O homem possui muita gordura omental e os
roedores um grande depdésito de gordura perigonadal. Adaptado de Luong et al., 2019.

3.2.2 Tecido adiposo marrom

Os adipécitos brancos e marrons tém origem na mesma ceélula-tronco
mesenquimal. Entretanto, durante a gastrulacdo, as células-tronco
mesenquimais do mesoderma paraxial expressam o fator miogénico 5 (Myf5),
enguanto as do mesoderma lateral ndo expressam esse fator de transcricao.
As células que expressam Myf5 se diferenciam em adipécitos marrons ou
midcitos, ao passo que as células negativas para Myf5 se desenvolvem em
adipocitos brancos ou pericitos, que sdo células associadas aos vasos

sanguineos (Rodriguez et al., 2015; Lizcano; Arroyave, 2020).

A coloracdo do tecido adiposo marrom (TAM) se deve a sua maior
vascularizacdo e ao alto conteado de mitocondrias, que contém citocromos
responsaveis por essa pigmentacdo. Os adipocitos marrons sao células de
configuracéo poligonal, apresentando citoplasma normal e goticulas lipidicas

multiloculares. Seu nudcleo € redondo e centralizado. A principal funcao
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biologica dessas células €& a termogénese, embora também possam
armazenar energia na forma de gordura e secretar adipocinas, contudo em
menor extensdo do que os adipocitos brancos (Rodriguez et al., 2015;
Lizcano; Arroyave, 2020). A ativagao dos receptores p-adrenérgicos no TAM
estimula as proteinas desacopladoras 1 (UCP-1, do inglés uncoupling protein
1), que utilizam o fluxo de protons da fosforilag&o oxidativa para produzir calor
em vez de adenosina trifosfato (ATP). E nas mitocéndrias do TAM que o calor
é produzido pela funcdo das UCPs e, como resultado, o gasto energético é
aumentado (Ricquier; Bouillaud, 2000). Quando o alimento ndo esta
disponivel, sinais de fome do hipotalamo ativam os neurdnios gabaminérgicos
gue blogueiam a ativacdo do sistema simpatico para diminuir a termogénese

no TAM e reduzir o gasto energético (Nakamura; Nakamura, 2018).

Em recém-nascidos, a gordura marrom é abundantemente encontrada
NO pescogo e na regido interescapular como medida preventiva contra a
hipotermia. Anteriormente, acreditava-se que os adultos continham apenas
vestigios desse tecido devido a sua involucdo durante a infancia. No entanto,
estudos revelaram a presenca de TAM ativo, mesmo em quantidade
reduzidas, em algumas partes do corpo de adultos, como na regido cervical-
supraclavicular (Nedergaard; Cannon, 2013; Herz; Kiefer, 2019). A exposi¢ao
ao frio e 0 consumo excessivo de alimentos aumentam a atividade e o
tamanho do TAM, enquanto a idade as diminui. Por outro lado, em roedores,
o TAM é mantido ao longo da vida e contribui significativamente para o gasto
energético por meio da termogénese (Saito et al., 2009; Lichtenbelt et al.,
2009). Nos camundongos, o TAM é encontrado principalmente na regiao

interescapular (Borgeson et al., 2022).

Existem condigbes, como maior concentragdo de hormonios
tireoidianos, &cidos biliares, peptideos natriuréticos e retindides, que
aumentam o numero de adipécitos marrons no TAB (Frigolet; Gutiérrez-
Aguilar, 2020). O desenvolvimento de adipdcitos marrons em depaositos
brancos tem sido associado a um menor risco de desenvolver obesidade e

diabetes e isso é alcancado com exposi¢ao ao frio e tratamento com agonistas
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de receptores B-adrenérgicos (Ghorbani; Himms-Hagen, 1997; Alcala et al.,
2019). Por outro lado, a conversao de adipdcitos marrons em brancos foi
demonstrada em modelos animais de obesidade induzida por dieta (Labbé et
al., 2018).

3.2.3 Tecido adiposo bege

Além do TAB e TAM, estudos identificaram a presenca de células
semelhantes as células adiposas marrons, conhecidas como células bege ou
"brite" (brown-in-white) ou tecido adiposo marrom induzivel (Berbée et al.,
2015). Os adipécitos bege sdo células que ndo expressam Myf5 e,
aparentemente, tém origem em células endoteliais ou perivasculares no
interior do TAB. Essas células possuem uma assinatura genética Unica,
distinta das encontradas nos adipécitos brancos ou marrons (Rodriguez et al.,
2015).

E relevante destacar que diversos estudos indicam que o TA bege
(TABe) influencia o metabolismo corporal e protege camundongos contra a
obesidade induzida por dieta (Graf; Ferrari, 2019; Cheng et al.,, 2021).
Evidéncias tém revelado que os programas termogénicos do TAM e TABe
operam por meio de mecanismos regulatérios comuns (Harms; Seale, 2013).
Em 2015, foi apresentado um novo fator de transcricdo induzivel pelo frio e
por beta-agonistas, conhecido como Zfp516 (zinc finger protein 516). Este
fator interage diretamente com o gene codificador de proteinas PRDM16 e
estimula a transcricdo de genes termogénicos, como o da UCP-1, induzindo
principalmente o TA inguinal a adotar o fenétipo do TAM. Como resultado da
expressao acentuada do Zfp516, especificamente no TA, os camundongos
apresentaram aumento no gasto energético e na temperatura corporal,

prevenindo o desenvolvimento de obesidade (Dempersmier et al., 2015).

O EF também é um estimulo que favorece a transdiferenciagdo do TAB
em TABe. Em 2012, foi descoberto que um peptideo liberado pelos musculos
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estriados esqueléticos de roedores em resposta ao treinamento fisico tinha a
capacidade de induzir a diferenciacdo do TAB em TABe (Wang et al., 2013).
Em culturas de adipocitos brancos de camundongos, esse peptideo, chamado
de irisina, converteu as células em adip6citos UCP1-positivos, com fenétipo
bege (Irving et al., 2014).

A Figura 8 apresenta os efeitos de diferentes substancias quimicas

secretadas pelos trés tipos de TA.
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Figura 8. Efeitos endécrinos de fatores secretados por adipécitos. Hormonios secretados por adipécitos tém efeitos paracrinos e enddocrinos.
Embora a maioria dos horménios do tecido adiposo (TA) seja produzida tanto pelo TA branco (TAB) quanto pelo TA marrom (TAM) sdo mostrados
apenas os principais locais de origem. A adiponectina e o FABP4 sdo duas proteinas que exercem grande influéncia no sistema cardiovascular. Elas
tém propriedades anti-inflamatérias e antifibréticas, o que contribui para a prote¢do contra doengas cardiovasculares. Além disso, a adiponectina
pode influenciar a captacao de glicose pelo misculo, a secrecao de insulina e a regeneracdo muscular. Setas tracejadas indicam atividade paracrina;
setas solidas indicam atividade enddécrina. Os quadros vermelhos destacam os sistemas que mais interessam no presente trabalho (Adaptado de
Scheja; Heeren, 2019).
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4. Patégenos no tecido adiposo

Historicamente, acreditava-se que a resposta pro-inflamatéria no TA, que
pode ter efeitos locais e paracrinos, desempenhava um papel na resposta imune
inata contra infec¢des, principalmente devido a presenca significativa de
macréfagos no local. No entanto, a compreensdo do potencial imunolégico do
TA evoluiu ao longo do tempo. Embora o TAB possa contribuir para a resposta
imune contra infeccdes, também é utilizado como abrigo por certos patégenos
(dos Reis, 2021).

Em termos gerais, 0os microrganismos exibem uma ampla diversidade em
relagdo aos ambientes que preferem colonizar ou invadir. Entre aqueles que
infectam mamiferos, alguns habitam o interior das células hospedeiras, enquanto
outros se encontram no espago extracelular. Alguns permanecem na corrente
sanguinea, enquanto outros tém a capacidade de penetrar e se acumular em
tecidos, onde podem persistir em reservatérios, evitando a resposta imune do

hospedeiro (Tanowitz et al., 2017).

Em relacdo a essa questdo, diversos exemplos podem ser citados.
Pesquisadores investigaram a relacéo entre o TAB e a infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Inicialmente, acreditava-se que as alteracdes
metabdlicas observadas em pessoas infectadas pelo HIV eram causadas pelos
medicamentos antirretrovirais (Samaras et al., 2007; Falutz, 2011). No entanto,
estudos posteriores demonstraram que o virus pode infectar adipécitos, o que
poderia explicar essas alteracdes. Foi identificado material genético do HIV
associado a células da fragdo vascular estromal do TAB, incluindo células
TCD4+ e macrofagos. Também foi observado a reativacdo de particulas virais
obtidas de células TCD4+ do TAB de pacientes em tratamento antirretroviral.
Essas descobertas sugerem que o TAB pode desempenhar um papel na
persisténcia, ativagéo e inflamagé&o cronica durante a infeccado por HIV (Hazan
et al., 2002).

O citomegalovirus (CMV) é um herpesvirus que infecta grande parte da
populacdo, sendo mais prevalente em idosos (Cannon; Schmid; Hyde, 2010). A

infecgcéo por este virus no TAB foi associada a infiltracdo e/ou expanséao local de
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células T CD8, desencadeando uma resposta pro-inflamatéria e causando
alteracbes metabdlicas. Contreras et al. (2019) identificaram adicionalmente
locais de residéncia de células T anti-CMV e relataram as consequéncias
fisiolégicas dessa resposta, destacando a importancia do TA na infeccao.
Através da analise de citometria de fluxo, notaram que o TAB se enriqueceu em
células T CD8 citotoxicas, especificamente direcionadas ao CMV, durante a
transicdo da fase aguda para a fase crénica da infeccdo. Também observaram
um aumento de citocinas inflamatérias em conjunto com a expansao das células
T CD8. Adicionalmente, estabeleceram uma correlagcdo entre o estado
inflamatério do TA em resposta a infecgéo pelo virus e o desenvolvimento de

hiperglicemia nos camundongos (Contreras et al., 2019).

Além disso, também foram descritas alteracdes no metabolismo
energético e nas caracteristicas dos adipdcitos apos a infeccdo pelo virus
influenza A (Bourgeois et al., 2019; Ayari et al., 2020). Por fim, recentemente, foi
visto que como o TAB expressa enzima conversora de angiotensina (ACE) e
dipeptidil peptidase 4 (DPP4) que sédo proteinas que o SARS-CoV-2, agente
etiolégico causador da doenca do coronavirus-19 (COVID-19), interage para
entrada na célula hospedeira. Desta forma, o aumento do volume do TAB na
obesidade pode funcionar como um reservatorio maior para o0 SARS-CoV-2 (Yu
et al., 2022).

Diferentes bactérias também foram associadas ao TA. Em 2010, Bechah
et al. sugeriram que o TAB poderia servir como um potencial reservatério para o
estado latente de infeccdo por Rickettsia prowazekii, 0 agente causador do tifo
epidémico (Bechah et al., 2010). Essa doenca infecciosa negligenciada
normalmente ocorre em hospedeiros que vivem em condi¢gdes de vulnerabilidade
anos ou décadas apo6s a infeccdo (Nyatanyi et al., 2016). Devido a falta de
compreensao abrangente sobre como ocorre a reativacdo e em qual local as
bactérias permanecem em estado latente, pesquisadores sugeriram que o TAB
pode atuar como um possivel reservatério para o estadgio de dorméncia da
infeccdo bacteriana. Os resultados do estudo de Bechah et al. (2010)
demonstraram que a presenca da bactéria pdde ser detectada no TAB dos

animais mesmo quatro meses apoés a recuperacao clinica da infeccéo inicial.
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Embora o reservatério celular exato nos hospedeiros ainda seja
desconhecido, a bactéria Coxiella burnetii, responsavel pela febre Q, uma
zoonose conhecida por persistir em humanos e roedores, foi observada no TAB
de camundongos (Raoult et al., 2005). Apos a infec¢do por via intraperitoneal ou
intratraqueal nesses animais, a presenca de C. burnetii foi detectada no TA
abdominal, inguinal e dorsal, enquanto nenhuma bactéria foi encontrada no
sangue, figado, pulmfes ou baco, independentemente da via de inoculacédo
(Raoult et al., 2005).

O TAB também foi descrito como o primeiro local de colonizacdo de
Leptospira interrogans em um modelo de infeccdo de hamsters. L. interrogans é
uma espiroqueta patogénica que causa leptospirose, uma das zoonoses mais
abrangentes e potencialmente fatais do mundo (Ozuru et al., 2017; Picardeau,
2020). Através de um sistema de imagem in vivo foi possivel acompanhar
bactérias bioluminescentes em animais infectados e identificar os locais de
colonizacdo e crescimento durante a fase aguda da infeccdo. Os resultados
mostraram que as bactérias luminescentes foram detectadas primeiro no local
de inoculacéo e depois se espalharam para o centro do abdémen. Em seguida,
a luminescéncia das bactérias foi detectada no TAB antes que em outros 6rgaos,
indicando que as leptospiras colonizaram o TAB nos estagios iniciais da infeccéo
(Ozuru et al., 2017).

Alguns estudos também tém levantado hipéteses sobre o envolvimento
do TA na infeccdo por Mycobacterium tuberculosis, agente causador da
tuberculose. Acredita-se que um quarto da populacdo mundial seja portadora da
bactéria, no entanto, 90% dos infectados terdo apenas a forma latente da
doenca, pois a micobactéria tem a capacidade de persistir no hospedeiro
humano por longos periodos (Hopewell; Jasmer, 2004). Em 2006, Neyrolles et
al. (2006) identificaram a presenca de DNA de M. tuberculosis no TAB, rins,
estdbmago, linfonodos, coracédo e pele em amostras de pacientes que foram a
Obito em decorréncia da tuberculose. Andlises in vitro, usando uma variedade de
modelos de adipdcitos, incluindo a linhagem 3T3-L1 e adipdcitos primarios
humanos, demonstraram que, ap0s se ligar a receptores scavengers, uma
familia diversa de receptores de superficie celular, a micobactéria entra nos

adipécitos e acumula lipidios citoplasmaticos, onde € capaz de sobreviver em
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estado nao replicativo, tornando-se insensivel a acdo da droga antibacteriana

isoniazida (Neyrolles et al., 2006).

Os protozoarios do género Plasmodium spp. sdo os agentes etiol6gicos
da malaria e parasitos intracelulares obrigatorios. Embora cinco espécies
possam infectar humanos, o Plasmodium falciparum é a mais grave e
responsavel pela maioria das mortes por malaria na Africa subsaariana. Os
eritrocitos infectados pelo P. falciparum se aderem as células endoteliais dos
vasos sanguineos, o que pode levar a complicacfes graves, como encefalite e
insuficiéncia renal. Estudos histopatologicos de pessoas que morreram de
malaria mostraram que as células vermelhas do sangue infectadas pelo P.
falciparum (iRBCs) se acumulam em diferentes quantidades em diversos tecidos
e orgdos. O pulmé&o e o baco séo os locais mais comuns de acumulo de iRBCs,
mas o TAB subcutaneo também pode ser um desses locais (Seydel et al., 2006;
Milner et al., 2014, 2015). Além disso, um estudo realizado em animais de
laboratorio infectados por P. berghei mostrou que o receptor CD36 desempenha
um papel importante no sequestro de células vermelhas infectadas nos pulmdes
e no TA. Nos animais deficientes em CD36, o sequestro de células vermelhas
infectadas foi significativamente reduzido nesses dois locais. Os resultados do
estudo revelaram que, como esperado, o pulmé&o € o principal sitio de sequestro
de parasitos de maléria, mas o TA também contribui significativamente para esse
processo (Franke-Fayard et al., 2005).

Outro exemplo do TAB como reservatorio parasitario diz respeito ao
protozoario Trypanossoma brucei, causador da tripanossomiase africana,
também conhecida como doenca do sono, uma enfermidade tropical
negligenciada que geralmente resulta em o6bito se ndo for tratada. Esses
parasitos podem adentrar o cérebro, provocando anomalias neuropsiquiatricas
e perturbacbes na regulacdo do sono (Kennedy, 2013). Pesquisadores
descrevem o TAB como um importante reservatorio deste parasita em modelo
murino. Uma vez acumulado nesse tecido, o T. brucei apresenta uma
remodelacdo distinta na expressdo de genes em comparacdo as formas
infecciosas encontradas no sangue. I1sso sugere que o parasita utiliza acidos
graxos como substrato energético. Dados obtidos por qPCR demonstraram que

o TAB abriga cerca de 10 vezes mais parasitos do que no sangue durante
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estagios crénicos da doenca. Além disso, os parasitos retirados do TAB foram
capazes de se replicar e infectar camundongos saudaveis, demonstrando que
esses parasitas podem voltar para a corrente sanguinea e estabelecer uma nova
infeccdo (Claes et al., 2009; Trindade et al., 2016).

A relagcdo entre patdgenos, acumulo ou perda de TA no hospedeiro e
patogénese das infec¢cdes é complexa e ainda ndo totalmente compreendida. O
fato é que varios agentes infecciosos se acumulam em diferentes locais do TA
(Figura 9), tecido de grande longevidade e rico em nutrientes, o que permite a
persisténcia de patdbgenos no organismo hospedeiro durante infec¢des cronicas
(Tanowitz et al., 2017).

Vacuolo
lipidico

Plasmodium spp.
em eritrocitos

Figura 9. Presencade protozoarios no tecido adiposo. Trypanosoma brucei (em azul escuro),
Trypanosoma cruzi (em azul claro) e Plasmodium spp. (verde). Adaptado de Tanowitz et al.
(2017).

4.1 Tecido adiposo e Trypanosoma cruzi

Ha décadas, registros isolados ja documentavam a presenca de T. cruzi
no TA. Shoemaker e colaboradores (1970), por exemplo, observaram o
protozoario no TAM de camundongos (Shoemaker et al., 1970). Mais tarde,
Andrade e Silva (1995) publicaram micrografias eletronicas de amastigotas de
T. cruzi dentro de adipécitos, evidenciando o tropismo do parasito pelo TA
(Andrade; Silva, 1995).
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No entanto, somente em 2005, Combs et al. demonstraram que
tripomastigotas de T. cruzi podiam infectar facilmente o TAB. Neste estudo, 0s
pesquisadores destacam a falta de atencao historicamente direcionada ao papel
dos adipécitos na patogénese da DC e suas consequentes alteracbes
metabodlicas. Eles conduziram experimentos tanto in vitro, utilizando células 3T3-
L1, como in vivo, utilizando modelo murino de infeccdo. Durante esses
experimentos, foi observado que os adipdcitos podiam ser facilmente infectados.
As micrografias eletrbnicas das células infectadas revelaram um consideravel
namero de parasitos intracelulares agrupados em torno de corpusculos lipidicos.
Além disso, foi mostrado que os adipocitos infectados sofreram modificacbes em
relacao a expressao de proteinas adipociticas, como a leptina e resistina (Combs
et al., 2005).

Os adipdcitos sao alvos durante a fase aguda da infeccéo, influenciando
o perfil de producdo de adipocinas (Andrade; Silva, 1995; Combs et al., 2005;
dos Reis, 2021). Durante a infeccdo em camundongos, o TAB exibiu um perfil
metabdlico distinto, caracterizado por inflamacgéao significativa,
hipoadiponectinemia, hipoglicemia e hipoinsulinemia (Elased; Playfair, 1994,
Combs et al., 2005).

Nagajyothi et al. (2012) mostraram em modelo murino que tanto o TAM
guanto o TAB sdo suscetiveis a infeccdo por T. cruzi, com carga parasitaria
substancial nestes tecidos durante a fase aguda da infeccao. Além disso,
observaram um aumento importante no niumero de macréfagos no TA, uma
reducdo no acumulo de lipidios, no tamanho dos adipécitos e na gordura
corporal. Isso foi acompanhado por um aumento na expressdo de enzimas
lipoliticas, que s&o responsaveis pela quebra de gorduras. Também houve
alteracdes na producao e expressao de receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma do tipo gama (PPARY), que sao proteinas que regulam diversas
funcdes metabdlicas, incluindo o armazenamento de gordura e a sensibilidade a
insulina. Essas alteracbes foram observadas no TA, que se apresentou
aumentado, e na adiponectina, que exibiu niveis reduzidos. Além disso, a
expressao génica de citocinas e quimiocinas, bem como seus receptores,
também apresentaram aumentos notaveis nos estagios iniciais da infeccgao.

Ainda em camundongos infectados por T. cruzi, Wen e colaboradores (2014)
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identificaram um aumento nos marcadores de estresse oxidativo no TAB e TAM.
Ao avaliarem os animais em diferentes momentos (15, 30 e 130 dias apés a
infecgéo), constataram um aumento desses marcadores em ambos 0s tecidos
(Wen et al., 2014).

O TA também foi reconhecido como reservatorio de T. cruzi durante a fase
cronica da infeccdo em seres humanos. Ferreira e sua equipe (2011)
demonstraram a presenca de T. cruzi no TAB de pacientes idosos com DC
crobnica cardiaca, sugerindo que o parasita pode subsistir nesse tecido por
décadas. Isso indica que o TA desempenha um papel fundamental como
reservatorio do parasito durante a infeccao (Ferreira et al., 2011). Isso ocorre
porque os adipdcitos sdo células de extrema longevidade, tanto em humanos
guanto em camundongos, O que permite que 0S parasitos persistam no
organismo por longos periodos, mesmo apods tratamento medicamentoso
(Spalding et al., 2008; Wang et al., 2013). Além disso, outra possibilidade a ser
considerada € que o adipdcito oferece intracelularmente uma boa fonte de
nutrientes, especialmente acidos graxos, que podem ser mobilizados facilmente
a partir do depdsito de lipidios (Nielsen et al., 2014). Ademais, picos poés-
prandiais de insulina asseguram um influxo regular de glicose. Assim, tanto as
necessidades de carboidratos quanto de lipidios do parasita durante seu estado

guiescente sao prontamente atendidas pelo adipdcito (Tanowitz et al., 2017).

5. Efeitos da dieta hiperlipidica na doenca de Chagas

Como o T. cruzi possui tropismo pelo TA, supde-se que mudancas na
morfologia e na fisiologia deste tecido tenham influéncia na infec¢do, alterando
o0 metabolismo lipidico, a resposta imunologica e o equilibrio energético do
hospedeiro. Atualmente, o padréo alimentar ocidental, rico em gorduras, calorias
e alimentos processados, tem se tornado prevalente na América Latina, regido

endémica para a DC. Essa dieta aumenta os riscos de sobrepeso e obesidade e
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isso pode afetar a patogénese da doenca (Zhao et al., 2016) e o desenvolvimento

de cardiomiopatia chagéasica (Nagajyothi et al., 2019).

Em uma coorte de 66 pacientes com DC cronica no Brasil, Geraix et al.
(2007) mostraram que 83% apresentavam estilo de vida sedentario e 94%
estavam com sobrepeso ou obesidade (Geraix et al., 2007). Entretanto, ainda
nao existe um consenso de que a infeccao por T. cruzi cause obesidade, que
individuos obesos tenham uma maior probabilidade de desenvolver sintomas
como a cardiomiopatia chagasica ou ainda que a carga parasitaria seja mais
elevada em caso de sobrepeso (Combs et al.,, 2005; Ferreira et al., 2011;
Nagajyothi; Desruisseaux, et al., 2012), mas sabe-se que a dieta hiperlipidica

(DHL) é pro-inflamatéria no tecido adiposo (Zaki et al., 2020).

Alguns estudos sugerem uma relacdo entre indice de massa corporal
(IMC) e prognostico da DC. Fonseca et al. (2020) avaliaram a influéncia da
composicdo corporal e forca muscular em coorte de pacientes com DC e
observaram que eles apresentavam diminuicio da massa gorda e
comprometimento da forgca muscular em comparagdo com pacientes com
insuficiéncia cardiaca isquémica apenas (Fonseca et al., 2010). Em modelo de
camundongos transgénicos com reducdo de TA e infectados por T. cruzi, foi
encontrado maior niamero de parasitos no coracdo, maior comprometimento
cardiaco (Zaki et al., 2020; Lizardo et al., 2021) e menor sobrevida nas fases
aguda e cronica da infeccéo (Lizardo et al., 2021).

Diante disso, associado ao fato de que a taxa de invaséo celular de T.
cruzi depende dos niveis de colesterol do hospedeiro e que o parasito tem alta
afinidade por lipidios e lipoproteinas (Combs et al., 2005), estudos com animais
infectados e submetidos a dieta com alto nivel de gordura tem sido realizados
com resultados contraditérios. Nagajyothi et al. (2014) demonstraram que
durante a infec¢ao aguda por T. cruzi, a DHL aumentou a adipogénese e reduziu
a lipolise, diminuindo o nimero de parasitos circulantes e no coragdo, mas com
aumento da carga parasitaria no TAB. Além disso, os camundongos alimentados
com DHL apresentaram uma taxa de sobrevivéncia aumentada com dano
cardiaco diminuido, sugerindo um efeito protetor deste tipo de dieta durante os
estagios iniciais da infeccao (Nagajyothi et al., 2014). Contrariamente, Figueiredo
et al. (2018) mostraram aumento na parasitemia a partir de 17 dpi em
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camundongos submetidos a DHL e infectados (Figueiredo et al., 2018). Embora
Souza et al. (2021) ndo observaram elevacdo na quantidade de parasitos no
sangue em camundongos infectados alimentados com DHL comparado com DP,
com 30 dpi, a carga parasitaria no coragdo e no TA aumentou com a DHL. Esses
achados sugerem que a DHL provoca alteracdes metabdlicas que favorecem o
crescimento e a proliferacdo de T. cruzi nas fases iniciais da infeccéo (Souza et
al., 2021).

A resposta imune do hospedeiro parece ser modulada pela DHL na
presenca de T. cruzi afetando fatores como a carga parasitaria, a resposta ao
estresse oxidativo e a resposta inflamatoria que € diferente nos varios tecidos.
Por exemplo, o nivel de CCL2, que possui importante fungcdo no recrutamento
de mondcitos, células T e células dendriticas para locais de infec¢do contribuindo
para a manutencdo da resposta inflamatéria, foi exacerbado no coracdo e
diminuido no TA de camundongos alimentados com DHL com 30 dpi. Da mesma
forma, houve uma expressao aumentada no coracdo do grupo da DHL de TIr2 e
TIr9, que séo proteinas relacionadas ao reconhecimento e resposta as moléculas
especificas associadas a patdégenos na resposta imunolégica (Souza et al.,
2021).

Na fase crbnica da infeccédo, Zaki et al. (2020) sugeriram uma ligacéo
entre o consumo de DHL, o estado inflamatério no TA e a progressao e gravidade
da DC. A presenca de infiltrado inflamatério cardiaco foi maior no coragéo, assim
como o0s niveis séricos de TNF-a em camundongos alimentados com DHL e
infectados por T. cruzi. Por outro lado, ao realizar ablacdo do TAB em
camundongos, 0s autores ndo observaram aumento no nimero de parasitos,
mas houve uma redistribuicdo de T. cruzi em diferentes tecidos, com diminui¢cao
da carga parasitaria no TAB epididimal. O infiltrado inflamatério cardiaco foi
maior nesses animais comparados aos camundongos selvagens (wild-type)
infectados. Ou seja, a ablacdo de gordura pode aumentar a resposta inflamatoria
durante a infeccdo por T. cruzi podendo intensificar os danos cardiacos e a CCC
(Zaki et al., 2020).

Segundo Lizardo et al. (2019) camundongos submetidos a DHL e
infectados por T. cruzi sdo mais suscetiveis as alteracfes cardiacas na fase
cronica tardia (160 dpi), tanto em relacdo a funcéo dos ventriculos esquerdo e
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direito, quanto aos danos teciduais (maior inflamacao e hipertrofia). Além disso,
a DHL agrava o estresse mitocondrial. Os autores sugerem que isso pode

contribuir para a patogénese da CCC (Lizardo et al., 2019).

Também ja foi demonstrado que a DHL elevou a deteccdo de macrofagos
no TA, a producao de espécies reativas de oxigénio e a mortalidade dos animais.
Os niveis de LDL e colesterol total também aumentaram, contribuindo para a
sobrevivéncia do parasita no hospedeiro e para 0 aumento da parasitemia
(Souza et al., 2020).

Apesar das evidéncias encontradas, estudos sobre a influéncia da dieta

na evolucdo da DC ainda séo escassos, hecessitando de mais pesquisas.
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. JUSTIFICATIVA

A boa alimentacdo humana favorece a qualidade de vida e a salude. As
mudancas no consumo alimentar mundial geram impactos nesses fatores e, por
iISso, merecem ser estudados. Desta forma, diversos estudos tém avaliado os
efeitos de dietas ricas em gorduras no curso da DC. Entretanto, os resultados

ainda nao sao concludentes.

Além disso, apesar das evidéncias, pouca atencdo tem sido dada a
importancia clinica e a funcdo do TA na patogénese da DC, principalmente em
relacdo ao TAM. O presente estudo pretende trazer mais informacdes a esse

respeito.

Como o EF melhora a composicao corporal, a associacao entre DHL e EF
€ interessante. Dado que o treinamento fisico tem a capacidade de reduzir a
gordura corporal, ele pode representar uma abordagem diferente para avaliar a

funcdo do TA nas infecc¢des por T. cruzi.

Sabe-se que o treinamento fisico pré-infeccdo possui efeitos benéficos na
DC. Contudo, pouco se sabe sobre o treinamento pos-infecgcdo. Assim, este
estudo destaca a importancia de se compreender o impacto da DHL e das
alteracdes metabdlicas associadas a ela, assim como do treinamento fisico
aerdbico na patogénese da DC. Se o parasito persiste no TA, ele pode
eventualmente deixar esse ambiente protetor, por exemplo, em caso de perda
de massa gorada, e entrar na circulacdo sistémica, o que o tornaria capaz de
invadir outros tecidos e reativar da doenca. Trabalhos anteriores reforcam os
beneficios do exercicio fisico quando realizado antes da infeccdo por T. cruzi.
No entanto, ha uma falta de dados relativos aos possiveis beneficios do

treinamento fisico ap6s a infeccao pelo parasito.

Compreender como o T. cruzi interage com 0 hospedeiro exposto a
diferentes condicBes (de dieta e de nivel de atividade fisica, por exemplo) pode
trazer informacdes valiosas a respeito da evolucdo da DC. Isso pode ser benéfico
para milhdes de pacientes com DC, melhorando ndo apenas sua qualidade de
vida, mas também seu progndstico, além de trazer possibilidades de novas

intervencdes terapéuticas ndo farmacologicas.
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[I. OBJETIVO

1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar os efeitos da DHL na DC
experimental e analisar a capacidade de treinamento fisico na fase aguda da
infeccdo. Além disso, verificar a influéncia desses dois fatores no prognéstico da

doenca em modelo animal (Mus musculus) infectado por T. cruzi.

2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:

- Verificar a influéncia da infeccdo aguda por T. cruzi na capacidade aerdbica

maxima de camundongos.

- Avaliar se com a DHL e/ou com a infecgéo por T. cruzi existe modificagcdo na

forca muscular apds 6 semanas de treinamento fisico.

- Investigar os efeitos a longo prazo do treinamento fisico em camundongos

infectados ou ndo por T. cruzi.

- Avaliar a influéncia da DHL e do treinamento fisico realizado na fase aguda da

infeccao no tropismo tecidual do parasito.

- Verificar possiveis alteracdes nos tecidos cardiaco, adiposo branco, adiposo

marrom e intestino decorrentes da DHL, da infeccéo e/ou do treinamento.
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IV. METODOS

1. Grupo experimentais

Trata-se de um estudo experimental randomizado prospectivo no qual
foram utilizados 71 camundongos da linhagem BALB/c fémeas uniformes quanto
ao peso e a idade (4 a 5 semanas). Os animais foram mantidos em rack ventilado
(Alesco, Viracopos, SP) no biotério da Faculdade de Medicina da Universidade
de Brasilia (FM/UnB) com ciclo claro/escuro de 12h a temperatura ambiente (22
+ 1°C), além de alimento e agua disponiveis ad libitum. O projeto foi realizado de
acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA) com aprovacéo da Comisséo de Etica no Uso de Animais da
UnB (CEUA/UNnB) protocolo numeros 23106.082680/2017- 45 e 122/2019

(Anexos | e 1l).

Os camundongos foram divididos de forma aleatdria em dois grandes
grupos com um dos seguintes regimes alimentares: dieta padrdo comercial (DP)
(normolipidica, 4% de lipidios) (Supralab, Supra, Itajai, SC) (Apéndice |) ou dieta
hiperlipidica (DHL) (60% das calorias provenientes de lipideos) (Prag® solutions,
Biosciences, Jau, SP) (Anexo Ill) (Souza et al., 2020). Este padréo dietético foi
iniciado com 4 ou 5 semanas de vida dos camundongos e foi considerado com
o dia experimental zero (d0). As dietas foram mantidas durante todo o periodo

experimental.
Os animais submetidos a DP foram divididos nos seguintes subgrupos:

- Camundongos néao infectados por T. cruzi e ndo submetidos ao treinamento
fisico (DP_NI_NT) (n = 10).

- Camundongos infectados por T. cruzi e ndo submetidos ao treinamento fisico
(DP_I_NT) (n = 8).

- Camundongos ndo infectados e submetidos ao treinamento fisico (DP_NI_T)
(n=7).
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- Camundongos infectados e submetidos ao treinamento fisico (DP_I T) (n =
10).

Os animais submetidos a DHL foram divididos nos seguintes subgrupos:

- Camundongos néao infectados por T. cruzi e ndo submetidos ao treinamento
fisico (DHL_NI_NT) (n = 8).

- Camundongos infectados por T. cruzi e ndo submetidos ao treinamento fisico
(DHL_1_NT) (n = 11).

- Camundongos nao infectados e submetidos ao treinamento fisico (DHL_NI_T)
(n=8).

- Camundongos infectados por T. cruzi e submetidos ao treinamento fisico
(DHL_I_T) (n = 10).

A Figura 10 ilustra o desenho experimental do estudo.
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Nao Treinamento Nio J Treinamento Nio L Treinamento Nio Treinamento
treinado aerdbico treinado aerobico treinado aerébico treinado aerdbico
DP_NI NT DP_NI T DP I NT DP I T DHL NI NT DHL NI T DHL_I NT DHL I T
n=10 n=7 n=3§ n=10 n=_§ n=8§ n=11 n=9
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> treinamento na forga 3° teste CAM
esteira 3° Teste de forga
d0 d30 d37 d41 d44 ds2 d62 | d63ads2 d83 d127
Inicio 1° teste CAM 15dpi Glicemia
adaptagdo na 1° Teste de Coleta de sangue Indice de
esteira for¢a Glicemia Lee

90dpi
Eutanasia

Figura 10. Desenho experimental. (A) Representagdo esquematica dos grupos experimentais.
(B) Linha do tempo com os principais experimentos realizados. Fonte: autoria propria.

2. Infeccdo por Trypanosoma cruzi

Para a infeccdo dos camundongos foram utilizadas formas tripomastigotas
de T. cruzi da cepa colombiana mantidas em cultura de células musculares
esqueléticas de Rattus norvegicus, linhagem L6, em meio minimo essencial
(DMEM), pH 7,2 acrescido de soro fetal bovino (SFB) a 10%, 100 UlI/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina sob atmosfera de CO2 a 5% e a
temperatura de 37°C, apoOs duas passagens por camundongos C57BL/6. Os
animais foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com 5x10° parasitas
diluidos em DMEM apds contagem dos parasitos em camara de Neubauer. A
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inoculacéo com T. cruzi dos camundongos dos grupos infectados ocorreu apés

a quinta semana de consumo de DP ou DHL (d37).

Para confirmacdo da infeccdo, a parasitemia no sangue periférico foi
verificada a partir do 8° dia de infec¢ao por meio da pesquisa a fresco de T. cruzi.
Foi obtida uma gota de sangue pela seccdo da cauda do camundongo e
colocada em lamina contendo 10uL de anticoagulante (citrato de sédio; Sigma-
Aldrich) coberta em seguida com laminula. A lamina foi observada ao
microscopio Optico, em objetiva de 40X, a procura do parasito segundo

metodologia descrita por Brener (1962).

3. Protocolo de treinamento fisico e teste de capacidade aerbbica

maxima

Os animais dos grupos DP_NI. T, DP_I. T, DHL_ NI.LT e DHL I T
participaram do programa de treinamento aerdbico de intensidade moderada em
esteira rolante (AVS Projetos, Sao Carlos, SP) (Figura 11). Para adaptacédo e
reconhecimento, foi utilizado o protocolo adaptado de Picoli et al (2018) no qual
0s animais iniciavam caminhando a velocidade de 8 cm/s e a cada dois minutos
a velocidade aumentava 1 cm/s até a velocidade final de 13 cm/s. A adaptacéo

a esteira aconteceu durante dez dias (d30 a d40).

Imediatamente apés o periodo de adaptagdo (d41), foi estimada a
capacidade aerobica maxima (CAM) através de um teste de corrida em esteira
rolante com intensidade crescente até exaustdo. A avaliagdo da CAM foi
conduzida mediante o0 seguinte procedimento: 0s camundongos eram
submetidos a um aquecimento de 5 min em uma velocidade inicial de 10 cm/s e
depois a velocidade era aumentada em mais 9 cm/s a cada trés minutos até o
esgotamento, determinado quando o animal ndo conseguia mais manter o

padrdo mecanico da corrida (Picoli et al., 2018).

A estimativa indireta da CAM foi possivel, pois existe uma correlagéo positiva
entre a velocidade de corrida e o consumo de oxigénio em camundongos
(Fernando et al., 1993; Rodrigues et al., 2007). A CAM foi determinada pela
seguinte formula: Vpeak k = (V + t/T x aumento da velocidade), onde Vpeak k € @
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velocidade maxima de corrida (cm/s), V é a velocidade correspondente ao ultimo
estagio completo (cm/s), t € o tempo (s) do estagio ndo completado e T é o tempo
do estagio completo (180 s). O aumento da velocidade correspondeu a 9 cm/s
(Picoli et al., 2018).

Depois de determinar a CAM individualizada para cada camundongo (a partir
da velocidade maxima de corrida - Vpeak k), OS que pertenciam aos grupos
treinados foram submetidos a um programa de treinamento de intensidade
moderada, consistindo em sessdes diarias com uma intensidade equivalente a
60% da Vpeak k estimada conforme descrito anteriormente. Essas sessfes
aconteceram cinco vezes por semana (de segunda a sexta), durante um total de
seis semanas (d44 a d83). A avaliacdo da CAM foi repetida apés trés semanas
de treino para ajuste da intensidade (metade do tempo de protocolo) e
novamente ao término do periodo de treinamento. Os grupos nao submetidos ao
treinamento fisico (DP_NI_NT, DP_|I NT, DHL_NI_NT e DHL_I_NT) também
realizaram a adaptacéo a esteira e os testes de CAM em periodos experimentais

equivalentes aos grupos treinados.

Os dias em que foram realizados os testes CAM foram considerados como
uma sessao de treinamento. Todos os procedimentos foram feitos com a esteira

sem inclinacao (inclinacdo de 0%) (Picoli et al., 2018).

Durante o periodo de adaptacdo, teste de CAM e treinamento foram
realizadas avaliagBes diarias de carater quantitativo e qualitativo sobre o
desempenho de cada camundongos na esteira. Foi utilizado uma escala do tipo
Likert de avaliacéo da tolerancia ao esforco de 4 pontos da seguinte maneira: (1)
Né&o treinou; (2) Treinou, mas necessitou de muito estimulo externo; (3) Treinou
com um pouco de estimulo externo e (4) Treinou bem sem necessidade de
estimulo. Em nenhum momento foi utilizado choque para estimular os
camundongos a correrem. Os estimulos eram feitos com pipetas graduadas de

plastico.

70



Figura 11. Esteira ergométrica utilizada nos experimentos. A. Visao global da esteira. Fonte:
https://www.avsprojetos.com.br/product-page/esteira-para-m%C3%BAltiplos-roedores. B.
Camundongo correndo na esteira. Fonte: Autoria prépria.

4, Teste de preensdo de membros

Para analise da forga muscular dos camundongos foi realizado o teste de
forca de tracdo ou preensdo de membros anteriores e posteriores (Personius et
al., 2010; Zhao et al., 2020). Cada teste de forca foi executado algumas horas
antes dos testes de CAM. Ou seja, em trés momentos diferentes: 1) antes do
inicio do treinamento fisico em esteira rolante; 2) apds trés semanas de
treinamento e (3) apds seis semanas de corrida para 0s grupos treinados e em

datas equivalentes para os animais nao treinados.

Foi utilizado o Grip Strenght Meter (Bonther, Ribeirdo Preto, SP) para medida
das seguintes variaveis: pico de forca, pico de for¢a relativo (normalizado pelo
peso corporal), queda da forca, queda da forca relativa (normalizada pelo peso
corporal) e tempo de preensao. Este método ndo invasivo se baseia na tendéncia
natural dos camundongos em agarrar uma barra de metal horizontal quando
levemente puxados pela cauda. A barra € acoplada a um transdutor de forca que
mede o pico de tracao (em gramas-forca) (Figura 12). O aparelho € conectado a
um computador e através do software da empresa, os dados sao registrados,

assim como os graficos (tempo versus forca).
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Figura 12. Teste de preens@o de membros anteriores e posteriores. Fonte: acervo do autor
(2023).

O medidor de forca foi calibrado para 0 g apés a estabilizacdo em cada teste.
Os camundongos foram posicionados horizontalmente na barra de preenséo
(Figura 12). Foram realizadas seis tentativas com duracdo de 10s cada e
intervalo de cerca de 3s entre elas. Para a analise dos dados, foram excluidas
as tentativas com maior e menor pico de forca relativa, sendo considerada a
média das outras quatro tentativas. A ordem de teste dos camundongos em cada
dia foi aleatoria. Todos os testes foram realizados pelo mesmo pesquisador para

garantir maior reprodutibilidade.

A Figura 13 resume o protocolo de exercicio e o teste de forca.
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aerobica maxima (CAM) 5min a 10cm/s cada 3min camundongo

6 semanas 5 sessdes por Aquecimento: 60% do CAM
(d44 a d83) semana 2min a 10cm/s 30min

Figura 13. Protocolo de treinamento fisico e teste de preensdo de membros. Fonte: autoria
propria (2023).

5. Acompanhamento da ingestédo de alimento e do peso corporal

O peso corporal de todos os animais foi acompanhado semanalmente,
enguanto a ingestao alimentar de cada caixa (n = 2 a 4 animais por caixa) foi
registrada diariamente ao longo de todo o periodo experimental com auxilio de
uma balanca de precisdo (BEL Engineering, Piracicaba, SP). A ingestédo diaria
foi dividida pelo numero de camundongos dentro da caixa acrilica, de maneira a
normalizar os resultados independentemente da quantidade de animais alojados
juntos. A composicéao corporal no final do periodo experimental foi avaliada pelo
indice de Lee a partir da formula: [3VPeso (g)/comprimento nasoanal (cm)]
(Novelli et al., 2007).

6. Acompanhamento glicémico

Todos o0s animais tiveram seus indices glicémicos avaliados
periodicamente para controle de doencas metabdlicas. Para isso, foram
coletados 5uL de sangue da parte distal da cauda que foi colocada em fita
reagente (Accu-Chek Active, Roche) conectada ao glicosimetro (Accu-Chek

Performa, Roche) (limite de deteccao entre 10 e 600mg/dL).
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7. Colheita de sangue

Para os animais infectados, com 15 dpi (d52), foi realizada a colheita de
sague via orbital para estimativa da carga parasitaria por meio de PCR em tempo
real (QPCR). Os camundongos foram anestesiados com cloridrato de cetamina
a 10% e cloridrato de xilazina a 2% em funcdo do peso corporal (Nobre et al.,
2022). Em seguida, com auxilio de um tubo capilar heparinizado, foi feita a

colheita do sangue para posterior extracdo de DNA.

8. Eutanasia e coleta de tecidos

Apés 90 dpi (ou em periodo equivalente - d127 - para 0s animais nao
infectados por T. cruzi), os camundongos foram anestesiados com cloridrato de
cetamina a 10% e cloridrato de xilazina a 2% em funcé&o do peso corporal (Nobre
et al., 2022). Posteriormente, utilizando uma seringa, foi realizada a colheita de
sangue por meio de puncéo cardiaca visando a obtencéo de soro e extracdo de
DNA.

Em seguida, os camundongos foram eutanasiados com superdosagem
anestésica (cetamina/xilazina). Foi efetuado um corte na regido ventral para
retirada de tecido adiposo branco perigonadal (TAB), coragao, intestino grosso
e tecido adiposo marrom escapular (TAM). Apés a retirada desses tecidos, 0
coracao, o TAB e o TAM foram pesados utilizando balanca de precisdo (BEL
Engineering, Piracicaba, SP). Com relacdo ao coracdo, esse processo
possibilitou a avaliacdo da proporcdo entre o peso cardiaco e o peso total do
organismo. O objetivo foi discernir se havia um aumento do tamanho do coracéo
devido a condi¢cdes patoldgicas (ligadas a cardiomiopatia chagasica) ou devido

ao treinamento aerobico.

Uma parte dos 6rgéaos retirados foram macerados em gelo utilizando bisturis

e colocados em tubos de microcentrifuga contendo 180uL de tampao de
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digestao (Invitrogen™, Massachusetts, EUA) e armazenados a -20°C para
posterior extracdo de DNA, enquanto outra porcédo foi fixada em formol

tamponado a 10% para analise histopatolégica.

9. Extracdo de acidos nucleicos

9.1 Extracdo de DNA total de Trypanosoma cruzi

Para elaboracéo da curva de concentracdo com o objetivo de realizar a
guantificacdo absoluta dos parasitos por gPCR, foi realizada a extracdo do DNA
de T. cruzi. Para isso, formas tripomastigotas do parasito foram mantidas em
culturas de mioblastos L6 e em DMEM. O sobrenadante proveniente da cultura
foi centrifugado a 5000 rpm por 5min e o sedimento foi ressuspendido em 1 mL
de PBS 1X (20mM Tris-HCI pH 7,2; 0,5 NaCl) e transferido para um tubo de 2
mL. Em seguida, foi centrifugado novamente a 5000 rpm por 5min e
ressuspendido em 100 pL de PBS 1X. Foi adicionado 900 pL de tampé&o de
extracdo (10mM Tris-HCL, pH 8.0, 10mM NaCl, 20mM EDTA, 1% SDS e 1%
DTT) e proteinase K na concentragéo final de 100ug/mL e, entdo, incubado a
37°C por 12h. Depois disso, foi seguido o protocolo descrito por Sambrook e
Russel (2001) no qual foram feitas duas extracdes com clorofane e uma com
clorofil, respectivamente. Para a precipitacdo do DNA foi utilizado etanol absoluto
100% (2,5V) gelado (4°C) e, entdo, o DNA foi lavado duas vezes com etanol 70%
gelado. Apos secagem do etanol, o DNA foi ressuspenso em tampéao de elui¢cdo
(TrisHCI 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH 8,0) e adicionado 2 pL de RNAse e, entéo,
incubado a 37°C por 12h. A quantificacdo do DNA obtido foi feita por meio de
espectrofotometria com uso do NanoVue Plus® (GE Healthcare Life Science,
UK). A qualidade e a pureza do DNA foram analisadas atraves da relacdo da
absorbéancia da luz ultravioleta (UV) no comprimento de onda 260/280. Em

seguida, o DNA foi identificado e armazenado a -20°C para posterior utilizac&o.
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9.2 Extracdo de DNA dos tecidos coletados

Para isolamento do DNA das amostras de sangue foi usado o kit de
extragdo NucleoSpin Blood (Macherey-Nagel, Duren, DE) seguindo as
recomendacfes do fabricante. Em sintese, foi utilizado 200 pL de sangue que
ficou incubado em banho-maria por 30min, com duas etapas de lavagem e

eluicdo do DNA extraido em 60 pL de tampéao de eluicao.

O isolamento de DNA das amostras dos outros tecidos (coracédo, TAB,
TAM e intestino grosso) foi realizado com kit de extragéo PureLink Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen™, Massachusetts, EUA) conforme recomendagbes do
fabricante. Em resumo, foi utilizado 25 mg de tecido para obtencdo do DNA
gendmico. As amostras ficaram de quatro a seis horas no banho-maria,
passaram por duas etapas de lavagem e eluicdo do DNA extraido em 50 pL de

tampéo de eluicéo.

Apoés as extracdes, foi feita a quantificagdo da concentracdo do DNA por
meio de espectrofotometria com uso do NanoVue Plus® (GE Healthcare Life
Science, UK). Foi usado 3 pL de cada amostra. A qualidade e a pureza do DNA
foram analisadas através da relagdo da absorbéancia da luz UV no comprimento
de onda 260/280. Em seguida o DNA foi identificado e armazenado a -20°C para

posterior utilizacao.

10. PCR em tempo real

10.1 Quantificacdo absoluta da carga parasitaria

10.1.1 Curva Padréao

Para determinar o nimero de ciclos necessarios para a deteccao da

fluorescéncia usando o sistema de deteccdo com corante intercalante SYBR
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Green e calcular a concentracdo absoluta de uma amostra, € necessario criar
uma curva padrao relacionando os valores do ciclo de quantificacdo (Cq, do
inglés quantification cycle) e o logaritmo (log) do nimero inicial de cépias (que
sdo inversamente proporcionais). O Cq representa o ciclo em que a amplificacéo
exponencial atinge uma intensidade de fluorescéncia acima do limite de
deteccdo. Dessa maneira, foi desenvolvida uma curva padrdo para a
guantificacdo absoluta do DNA de T. cruzi presente nos tecidos coletados dos
camundongos. Para isso, foi feita uma diluicdo seriada (1:10) com o DNA do
parasito para obter amostras contendo 10°a 10! parasitas equivalentes/mL (par.
eq./mL). Entao, foi realizada a gPCR com os iniciadores TcZ3 (5' TGC ACT CGG
CTG ATC GTT T 3') e TcZ4 (5-ATT CCT CCA AGC AGC GGA TA 3') que sao
direcionados as sequéncias altamente repetitivas do DNA nuclear (nDNA) de T.
cruzi, gerando um produto de aproximadamente 168 pb (Ndao et al., 2000).

A eficiéncia da curva padréo foi 105,3%. A curva padrao foi armazenada
e utilizada para quantificacéo da carga parasitaria através da equacao da reta (y
=ax+b; onde y € o Cq da amostra; x é a quantidade do produto amplificado a ser
calculada; a é o coeficiente angular da reta e b é o coeficiente linear). Para evitar
diferencas entre as placas de diferentes corridas, uma amostra de DNA total de
T. cruzi foi incluida em cada corrida e utilizadas como calibrador, aplicando um

fator de correcdo entre cada ensaio, de acordo com Ruijter et al. (2015).

10.2 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

A carga parasitaria do sangue, coracdo, TAB, TAM e intestino foi
determinada por meio de gPCR através da quantificacdo absoluta do nDNA de
T. cruzi. Utilizou-se 100 ng de DNA do camundongo; 0,2 uM de cada iniciador
(TcZ3 e Tcz4) e e 10 pL de Power SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X)
(Thermo Scientific/Fermentas, CA, USA), em um volume final de 20 pL. As
gPCRs foram realizadas em placas de 96 pocos (Optical 96-Well Reaction Plate,
MicroAmp®) em duplicata no termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems,
CA, USA) nas seguintes condi¢des: 2 min a 50°C (devido a presenca de dUTP

no master mix), 10 min em 95°C, 15 seg em 95°C, 45 seg em 60°C e 10 seg em
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72°C (esses trés ultimos repetidos 40 vezes). Para a formacdo da curva de
dissociacao foi utilizado o seguinte: 95°C por 15 seg; 60°C por 1 min e 95°C por
15 seg. Em todas as reacdes foram incluidos dois controles negativos (amostra
sem DNA - branco - e amostra de camundongo sabidamente negativa para T.

cruzi), além de uma amostra de T. cruzi usada na curva padrao.

11. Dosagem de citocinas

Citocinas pertencentes aos perfis Thl (INF-y, IL-2, TNF-a), Th2 (IL-6, IL-
4, 1L-10) e Th17 (IL-17) foram dosadas por citometria de fluxo nas amostras de
soro coletadas no momento da eutanasia. Para isso, foi utilizado o kit comercial
Cytometry Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Thl17 (BD Bioscience, Franklin
Lakes, NJ, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente,
foram utilizados 25 pL das amostras de soro que foram adicionados a um tubo
eppendorf contendo 25 pL de solugcéo das beads de captura revestidas com
anticorpos monoclonais especificos para cada citocina. Em seguida, foram
acrescentados 25 pL do reagente de deteccdo, composto por anticorpos
monoclonais especificos para as citocinas a serem testadas, conjugados com
ficoeritrina. ApoOs incubacéo de 2 h a temperatura ambiente, protegida da luz,
adicionou-se 500 pL de tampado de lavagem a cada amostra, seguido de
centrifugacdo a 200g por 7 minutos. O sobrenadante foi descartado e o

precipitado ressuspenso em 200 pL de tampéao de lavagem.

A quantificagcdo em pg/mL de cada citocina foi baseada em uma curva de
calibracéo realizada com diluicdes conhecidas de cada citocina (0; 20; 40; 80;
156; 312,5; 625; 1250; 2500 e 5000pg/mL). A intensidade de fluorescéncia em
cada amostra foi capturada no citbmetro de fluxo BD LRS Il Fortessa Cell
Analyser (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, EUA) usando o programa DIVA
versao 7 (BD Bioscience. Franklin Lakes, NJ, EUA). Os dados de fluorescéncia
foram processados usando o programa FCAP array versao 3 (BD Bioscience,
Franklin Lakes, NJ, EUA).
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12. Histopatologia

Parte dos 6rgéaos coletados (coracéo, intestino grosso, TAB e TAM) foram
destinados a analise histopatolégica. Esses tecidos foram fixados em
formaldeido tamponado a 10% e depois desidratados através de uma série de
concentracdes ascendentes de etanol, diafanizadas com xileno e incorporados
em parafina. Trés cortes seriados de 5 uym utilizando micrétomo Leica RM2125
RTS (Leica Biosystems, Nubloch, Alemanha) foram realizados. As laminas
resultantes foram submetidas a coloragcdo com hematoxilina e eosina (HE).
Posteriormente, as laminas foram examinadas pelo mesmo pesquisador
utilizando microscopio 6ptico Olympus CX41 modelo 3D, (TurboSquid, New
Orleans, EUA) em objetiva de 40X. O ScanScope (Aperio®) foi utilizado para
registro das imagens.

A avaliacdo da resposta tecidual envolveu uma analise detalhada tanto
gqualitativa quanto semi-quantitativa dos tecidos. Nesse processo, atribuiu-se
uma pontuacdo para a intensidade de necrose e fibrose dos cardiomidécitos,
infiltrado mononuclear perivascular multifocal cardiaco, infiltrado mononuclear
intersticial multifocal do coracdo, TAB e TAM e infiltrado inflamatorio
mononuclear multifocal do intestino. As pontuacdes variaram de O (indicando
auséncia); 1 (indicando leve - correspondendo a 2 a 15% de toda a secc¢édo); 2
(indicando moderado - correspondendo a 16 a 60% de toda a seccao) e 3
(indicando grave - correspondendo a mais de 60% da secc¢ao). Utilizaram-se os
valores numéricos de cada um desses parametros em cada animal dos

diferentes grupos experimentais para fins de analise estatistica.

13. Anadlises estatisticas

O experimento seguiu um planejamento fatorial [2 dietas (DP e DHL) x 2
estados de infeccdo (infectado e néo infectado) x 2 estados de exercicio

(treinado e néo treinado)]. Para estas 6 combinacdes (2 dietas x 2 estados de

79



infeccdo x 2 estados de exercicio) houve pelo menos cinco camundongos como
replicata. Todas as analises estatisticas foram realizadas no SAS® (v9.4, Cary,
Carolina do Norte) com nivel de significancia de 5%. Os dados coletados foram
submetidos a analise de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk. Aqueles
gue exibiram uma distribuicdo normal foram sujeitos a andlise de variancia,
seguida pela comparacao das médias usando o teste de Tukey. Os dados que
ndo se apresentaram com distribuicio normal foram submetidos a
transformagcbes mateméaticas apropriadas, ou em alternativa, foram analisados
por meio de métodos ndo paramétricos. Os dados ndo paramétricos foram
analisados usando PROC GLIMMIX usando dieta, infec¢édo e treinamento como
variaveis independentes. O teste de Kruskal-Wallis ou o teste de Wilcoxon foram
empregados para investigar possiveis diferencas significativas entre os grupos

experimentais.
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V. RESULTADOS

1. Consumo alimentar, peso e composic¢ao corporal

Todos 0s grupos experimentais tiveram 0s seguintes parametros
corporais avaliados: consumo da dieta, peso inicial, peso final, ganho de peso
relativo (peso final/peso inicial), taxa metabdlica inicial (peso inicial®’®) e taxa
metabdlica final (peso final®"®). Além disso, na eutanasia o peso do coragéo, do
TAB perigonadal e do TAM subescapular foram avaliados, assim como o peso
relativo de cada um desses tecidos (peso do érgao/peso corporal final) e o indice
de Lee (Tabela 1).

A ingestéo alimentar foi significativamente maior (p <0,0001) nos grupos
submetidos a DP (3,459 0,517 g/dia/animal) em relacdo aos grupos com DHL
(1,712 £0,280 g/dia/animal). Entretanto, o peso corporal inicial e final foi similar
entre os grupos. Os animais infectados apresentaram maior ganho de peso
relativo que os NI, independentemente do tipo de dieta e da realizacdo do
treinamento fisico (1,337 £0,261 g e 1,223 +0,198 g, respectivamente; efeito da
infeccao, p =0,05).

O peso corporal final foi mais elevado que o peso inicial (p <0,05) em
todos 0s grupos experimentais, com excecao dos treinados submetidos a dieta
regular (DP_NI_T e DP_I T) e do grupo DHL_NI_NT. Nesses trés grupos, a
diferenca no peso corporal ndo foi significativa no inicio e no final do
experimento. O mesmo resultado foi encontrado em relacéo a taxa metabdlica

inicial e final.

No momento da eutanasia o coracdo, o TAB perigonadal e o TAM
subescapular de cada animal foi pesado. O peso do coragéo e a relagao peso
corporal final/peso do coracdo nao foram diferentes entre os grupos. Ja o peso
do TAB foi significativamente superior nos animais submetidos a DHL
comparado aos alimentados com DP (0,610 +0,582 mg e 0,362 +0,260 mg,
respectivamente; efeito da dieta, p =0,01). Um efeito significativo da infeccao

também foi visto (p =0,032), com os animais NI apresentando maior quantidade
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de TAB que os 1 (0,593 +0,593 mg e 0,391 +0,287 mg, respectivamente). A notar,
houve uma grande variacao do peso do TAB dentro dos grupos, como pode ser
observado pelo desvio padrdo importante. O efeito significativo da dieta (p
=0,003) e da infeccdo (p =0,021) também foi encontrado ao se calcular o peso
do TAB em relacédo ao peso corporal final (DHL 0,023 £0,018 mg e DP 0,014
10,009 mg; efeito da dieta e 1 0,015 £0,010 mg e NI 0,022 £0,018 mg; efeito da
infeccao).

Em relacéo ao peso do TAM, apenas o efeito da dieta foi significativo (p
=0,004). Assim como observado no TAB, os animais submetidos a DHL
apresentaram maior quantidade de TAM que os submetidos a DP (0,107 £0,064
mg e 0,066 £0,069 mg, respectivamente). A razédo peso corporal final/peso TAM
também apresentou efeito da dieta (DHL 0,004 +0,003 mg e DP 0,003 +0,003; p
=0,004).

A composicao corporal foi avaliada pelo indice de Lee que serve como
medida de obesidade em murinos. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos experimentais (p =0,808). O indice de Lee abaixo 0,300 g/cm é
considerado o padrédo normal para roedores (Bernardis; Patterson, 1968). No

presente estudo a média geral foi de 0,307 £0,017 g/cm.
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Tabela 1. Parametros relativos a composi¢cao corporal dos grupos experimentais coletados durante o estudo.

DP_NI_NT DP | NT DP NI T DP I T DHL _NI_NT DHL | NT DHL NI T DHL I T
::ne:.:u 10,046 +£2.239 16,790 £3.970 18,498 £2,002 19,457 +3,115 12*233;6 16,852 +1,.809 19,657 £1,740 18,741 +2.422
Peso final 24328 +4,511* 23,112 +4,593* 20,240 +6,063 23480 +4.866 22468 +6,516 24,008 £3,872* 26,310 +1,239* 23504 +3,216*
Peso
finallpeso 12130128 14290381 1,084 £0,241 12070169  1229+0253  14250,183 1,344 0,087 1,285 0,303
inicial
TM inicial 942940780 8258 +1482 891240720 92441120 878641017 830940671 933040612 8,994 +0.876

. 10,922 10,507 10,821 11,615 10,658

™final 10222, Sy 948042115  10,6271690 10264%2,189 3020, 000 1 o
Peso TAB 0426 0264 021940219 03830285 038340265 071441115 04510282 094940323 0,460 +0,342
Peso
relaivo 0017 £0,009  0,008+0.008  0,0150,010  001540,009 002440031 00180010 003640012 0,019 £0,012
TAB
$§:n° 0,078 £0,025  0,06040,023  0,053+0023 00530023 009940143  0085+0,061 01440071 0,098 £0,050
Peso
relativo 0,003 0,001  0,003+0.001  0,0020,001 0002 +0,001 000440005 0004 +0,002 0,006 0,003 0,004 £0,002
TAM
ngaogéo 011540,026 01120023 0,107 +0.040 0124 40,033 0,13 +0,018 011540034 0,126 40,042 0,137 £0,032
Peso
relativo  0,0050,001  0,005+0002 00050002  0,005+0,001  0,005+0001  0005#0,001  0,005+0002 0,006 +0,001
coragao
'L"e"f;“ de (31440020 03090009 03040026 0,305+0015 03010020 0,304 +0,016 0,307 £0,009  0.314 0,020

Pesos em gramas. Valores em média * desvio padrao.
*Indica diferenga estatistica em comparacéo ao peso corporal inicial (p <0,05). **Indica diferenca estatistica em relagdo a Taxa metabdlica inicial (p < 0,05).

TM: Taxa metabdlica. DP_NI_NT: grupo submetido a dieta padréo, ndo infectado por T. cruzi e ndo treinado. DP_|_NT: dieta padrao, infectado e nédo treinado.
DP_NI_T: dieta padréo, néo infectado e treinado. DP_I_T: dieta padréo, infectado e treinado. DHL_NI_NT: grupo submetido a dieta hiperlipidica, ndo infectado
por T. cruzi e ndo treinado. DHL_|_NT: dieta hiperlipidica, infectado e néo treinado. DHL_NI_T: dieta hiperlipidica, ndo infectado e treinado. DHL | _T: dieta
hiperlipidica, infectado e treinado.
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2. Glicemia sanguinea

Todos os animais tiveram seus indices glicémicos avaliados para
controle de doencas metabdlicas algumas vezes durante o periodo experimental.
No momento da eutanasia foi observado um efeito significativo da dieta (p
=0,043), com os camundongos submetidos a DHL com valores superiores de
glicemia quando comparados aos alimentados com DP (152,543 £51,221 mg/dL
e 134,571 +36,797 mg/dL, respectivamente).

3. Capacidade aerébica maxima

A CAM foi estimada através da velocidade maxima de corrida (Vpeak k).
O primeiro teste foi realizado apés 4 semanas de DP ou DHL e em 4 dpi para os
grupos infectados. Nesse momento a Vpeak_« foi diferente entre os grupos DP_I_ T
e DHL | T (41,405 4,296 cm/s e 50,738 +4,855 cm/s, respectivamente; p
=0,002).

Apds 3 semanas de treinamento aerdbico moderado em esteira rolante
e em periodo equivalente para os grupos NT, um segundo teste incremental para
determinacdo da CAM foi realizado. Uma interacao significativa foi observada
entre dieta e treinamento (p =0,008), com os animais DHL_T apresentando CAM
superior aos DP_NT (Vpeak k de 49,481 7,680 cm/s e 44,138 £6,680 cm/s,
respectivamente). Houve um efeito da dieta (p =0,0276) no 2° teste CAM, com
0s animais submetidos a DHL apresentando valores superiores de Vpeak k
comparados aos alimentados com DP (47,606 +10,767 cm/s e 42,060 +7,079
cm/s, respectivamente). Ademais, como esperado, os valores encontrados para
0s camundongos treinados (46,788 +7,782 cm/s) foram superiores aos NT
(43,111 +10,631 cm/s) (efeito do treinamento, p =0,0167).

J4 no ultimo teste, ap6s 6 semanas de treinamento e em periodo
equivalente para os grupos NT, uma interacdo significativa entre infeccdo e
treinamento foi encontrada (p <0,05). Como era de se esperar, 0s camundongos

NI_T tiveram Vpeak_k Significativamente superior comparados aos NI_NT (46,774
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16,743 cm/s # 39,389 6,411 cm/s, respectivamente). A CAM tendeu a ser mais
elevada nos |_T (Vpeak k de 42,687 +6,537 cm/s) em relacdo aos |_NT (Vpeak « de
39,190 +5,953 cm/s) (p =0,058). Mais uma vez, conforme esperado, 0s animais
treinados mostraram CAM superior aos NT (44,490 £6,844 cm/s e 39,287 £6,094

cm/s, respectivamente; efeito do treinamento, p =0,0041).

Ao se confrontar os trés testes (1° e 2°; 2° e 3° e 1° e 3°) foi encontrado
um efeito significativo do treinamento fisico (p <0.05) em todas as comparacdes,
mostrando que a CAM piorou ao longo do tempo nos camundongos NT (CAM
Teste 1 > CAM Teste 2 > CAM Teste 3). A CAM se manteve nos valores pré-
treinamento apos o periodo de 6 semanas de corrida em esteira nos animais

submetidos ao exercicio.

Houve reducao significativa na CAM apés o periodo de seis semanas nos
grupos DP_NI_NT (44,327 £11,057 cm/s no 1° teste e 37,284 £7,478 cm/s no
altimo; p =0,011), DP_I_NT (44,208 +5,213 cm/s no 1° teste e 37,763 5,714
cm/s no ultimo; p =0,005) e DHL_1_T (50,738 +4,855 cm/s no 1° teste e 44,532
18,808 cm/s no ultimo; p =0,019). Nos outros grupos a CAM se manteve ao longo

do tempo.

Tabela 2. Velocidades maxima de corrida obtidas nos testes incrementais
para determinacdo da capacidade aerébica maxima em camundongos

treinados e nao treinados

Grupo

experimental

1° teste CAM*

2° Teste CAM*

3° Teste CAM*

DP_NI_NT 44,327 +11,057ABC2 39,010 +7,362*2P 37,284 +7,478A
DP_I_NT 44,208 +5,213*Ba 41,548 +5,8824Bab 37 763 +5,714ABP
DP_NI_T 48,820 +11,6037BC2 42 871 +6,610~BC2 44,956 +4,310%2
DP_IT 41,405 +4,296 2 44,952 +7,662*BCa 41,026 +3,166"B.Ca
DHL_NI_NT 46,535 +10,813ABC2a 47766 +11,748~8C2 42 020 +3,696*C2
DHL_I_NT 45,644 +14,383ABC2a 44 591 +14,0974BCa 40,228 +6,1747BCa
DHL_NI_T 48,915 16,4448 48,675 +8,1948C2 48,365 +8,296P2
DHL_LT 50,738 +4,8552 50,197 +7,6162 44,532 +8,808*CP

*Valores correspondem a velocidade maxima de corrida (Vpeak k) €m cm/s. Dados em média

+desvio-padréo.

Diferentes letras mailsculas na mesma coluna séo significativamente diferentes (p < 0,05).
Diferentes letras minusculas na mesma linha sao significativamente diferentes (p < 0,05).



CAM: capacidade aerdbica maxima. DP_NI_NT: grupo submetido a dieta padréo, ndo infectado
por T. cruzi e ndo treinado. DP_|_NT: dieta padrédo, infectado e nao treinado. DP_NI_T: dieta
padréo, ndo infectado e treinado. DP_|_T: dieta padréo, infectado e treinado. DHL_NI_NT: grupo
submetido a dieta hiperlipidica, ndo infectado por T. cruzi e ndo treinado. DHL_I_NT: dieta
hiperlipidica, infectado e nao treinado. DHL_NI_T: dieta hiperlipidica, ndo infectado e treinado.
DHL_|_T: dieta hiperlipidica, infectado e treinado.

4, Teste de forca

Os testes de preensdo manual foram realizados nos mesmos dias dos
testes CAM. No primeiro teste, realizado apds 4 semanas de DP ou DHL, houve
um efeito significativo da dieta no pico de forca (p <0,0001) e no pico de forca
relativo (p <0,0001). Em ambos o0s casos, os camundongos com DHL
apresentaram valores mais elevados em comparacéo aos DP (139,507 £20,897
of e 109,812 £25,363 gf, respectivamente para o pico de for¢a e 6,386 +1,114 gf
e 4,969 +1,479 gf, respectivamente para o pico de forca relativo).

No 3° teste, realizado apds 6 semanas de EF, houve uma interacdo
significativa da infeccéo x treinamento fisico no pico de forca (p =0,0215). Nos
animais NI_NT o pico de forca foi maior comparado aos |_NT (125,053 +24,594
of e 123,974 133,240 gf, respectivamente). Neste momento, também foi
encontrado interacdo significativa da dieta x infeccdao (p =0,0496). Os
camundongos com DP_NI mostraram maior pico de forca que os DHL_NI
(162,458 +31,367 gf e 140,375 £13,676 df, respectivamente). Curiosamente,
também foi encontrado diferenca significativa nos grupos DHL_NI e DHL_|I,
mostrando que com este padrao dietético, os camundongos infectados possuem
maior grau de forga (163,188 £28,509 gf para DHL_I x 140,375 £13,676 gf para
DHL_NI; interacéo dieta x infeccéo, p =0,05). Entretanto, quando avaliamos o
pico de forca relativa, essa mesma interacao (dieta x infeccéo) foi significativa (p
=0,0466), mas a diferenca encontrada foi entre DP_NI e DHL_NI, com os
primeiros apresentando valores mais elevados que o segundo (7,217 +1,763 ¢f

e 6,118 +1,091 gf, respectivamente).

Neste mesmo momento (no 3° teste de preenséo), a queda da forca foi
maior nos animais com DP_NI em comparagéo aos DHL_NI (45,375 £13,507 gf

e 33,900 6,665 gf, respectivamente; interagcéo dieta x infec¢éo, p = 0,043).
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No 1° teste, a forca foi aplicada por mais tempo pelos animais
submetidos a DHL (9,621+0,279 s e 9,288 + 0,876 s para DHL e DP,
respectivamente; efeito da dieta, p =0,0255). No 2° teste, quando a dieta foi
associada ao treinamento, os camundongos com DHL_T tiveram maior tempo
de preensao que os DP_T (9,633+0,252 s e 8,594 + 1,256 s, respectivamente;
interacdo dieta x treinamento, p =0,0139). Neste mesmo momento, uma
interacdo infeccao x treino também foi encontrada, com NI_NT com tempo de
preensdo maior que |_NT (9,657 £0,377 s x 8,539 +2,533 s, respectivamente, p
=0,05). J& no 3° teste, houve uma interacao significativa entre dieta x infeccéo x
treinamento (p =0,0160). As diferencas encontradas podem ser vistas na Tabela
3.
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Tabela 3. Dados relativos a forca de membros anteriores e posteriores dos camundongos obtidos através do teste de

preensdo realizados em trés tempos distintos

Teste Variavel* DP_NI_NT DP_I_NT DP_NL_T DP_I_T DHL_NI_NT DHL_I_NT DHL_NL_T DHL_LT
Pico de 113,475 101,094 102,310 137,917 140,614 142,906 136,722
118,375 £31,711
forga +22,018 +27,313 +15,092 +21,490 +27,263 +13,126 +19,968
Pico de
forca 5,103 £1,302 4,537 £1,416 5,019 £1,800 5,147 £1,620 6,644 £1,412 6,351 £1,200 6,198 £0,807 6,337 £19,968
relativo
Queda de
; 36,600 6,817 33,281 18,048 33,011 £15,154 36,500 £9,175 36,667 +8,888 35,1 59 16,268 39,00 £9,746 38,157 18,780
orga
Queda de
forca 1,645 +0,424 1,491 +0,431 1,534 +0,554 1,575 +0,413 1,738 +0,332 1,614 +0,413 1,688 +0,409 1,741 0,204
relativa
Tempo de
q 9,227 +4,759 9,532 +0,270 8,881 1,100 9,438 £0,332 9,615 £0,309 9,585 10,345 9,611 £0,260 9,680 £0,204
pegada
Pico de 153,500 139,857 131,150 132,067 126,915 155,344 153,750
120,438 £20,30
forca +29,862 +12,092 +18,796 +17,920 +58,431 +18,655 +20,513
Pico de
forca 6,541 +1,520 5,375 +0,813 6,651 +1,889 5,641 +0,962 6,584 +1,716 28,250 +45,438 6,601 +0,7900 7,003 £1,039
relativo
Queda de
; 50,555 +12,860 37,969 +12,931 46,643 £+20,610 38,000 £11,692 39,889 +13,450 29,508 +16,537 43,875 £14,716 35,528 12,758
orga
Queda de
forga 2,133 0,534 1,689 £0,522 2,139 £0,806 1,627 0,496 1,928 +0,644 10,170 18,210 1,876 £0,644 1,590 £0,448
relativa
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Tempo de

q 9,556 0,412 9,334 +0,906 8,170 £1,385 8,891 +1,136 9,770 £0,320 7,903 £3,236 9,705 0,278 9,570 +0,223
pegada
Pico de 154,357 161,375 173,800 151,214 131,500 149,250 149,800
185,500 +6,805
forca +31,774 +14,935 +30,262 +38,339 +10,970 +10,177 +28,315
Pico de
forga 6,634 1,727 6,857 +1,499 8,032 +1,626 6,118 £1,240 6,084 1,475 7,421 0,103 6,152 0,709 6,778 £1,283
relativo
Queda de
3° ‘ 46,286 +14,062 37,875 +4,313 44,100 +14,198 41,786 11,604 33,800 +5,176 47,000 +11,734 34,000 +8,551 38,950 7,087
orca
Queda de
forca 1,909 0,375 1,587 0,176 2,187 £1,163 1,745 0,608 1,607 £0,598 1,893 0,548 1,401 £0,394 1,769 £0,344
relativa
Tempo de
g 9,654 0,220 8,938 0,557 9,096 £0,330 9,672 £0,395 9,790 £0,193 9,603 £0,263 9,610 £0,142 9,706 £0,190
pegada

*Unidade: gramas-for¢a (gf). Dados em média tdesvio-padréo.
Diferentes letras maiusculas na mesma coluna sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Diferentes letras mindsculas na mesma linha sao significativamente diferentes (p < 0,05).

10,2° e 3° testes se referem ao momento em que ele foi realizado: 1°) antes do periodo de treinamento fisico; 2°) ap6s 3 semanas de treino e 3°) ao término do
treinamento (6 semanas). DP_NI_NT: grupo submetido a dieta padréo, ndo infectado por T. cruzi e ndo treinado. DP_|_NT: dieta padréo, infectado e néo
treinado. DP_NI_T: dieta padréo, ndo infectado e treinado. DP_|_T: dieta padrao, infectado e treinado. DHL_NI_NT: grupo submetido a dieta hiperlipidica, ndo
infectado por T. cruzi e ndo treinado. DHL_|_NT: dieta hiperlipidica, infectado e nao treinado. DHL_NI_T: dieta hiperlipidica, ndo infectado e treinado. DHL_| T:
dieta hiperlipidica, infectado e treinado.
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5. Carga parasitaria

Houve grande variabilidade intra-grupo nos resultados das gPCRs para
guantificacdo absoluta de T. cruzi nos diferentes tecidos, dificultando a

observacéao de diferencas estatisticas.

A parasitemia foi determinada na fase aguda (15 dpi) e crbnica (90 dpi)
da infeccdo. A ressaltar, o treinamento comegou aos 4 dpi (e em momento
equivalente para os nao infectados). Ou seja, quando o sangue foi colhido pela
primeira vez, os animais dos grupos de exercicio fisico tinham 11 dias de

treinamento.

Como esperado, a parasitemia foi significativamente maior aos 15 dpi
comparado aos 90 dpi, momento em que pbde ser observado uma baixa no
namero de parasitos circulante (24,192 +22,362 par. eq./100 ng DNA e 6,276
+7,866 par. eq./100 ng DNA aos 15 e 90 dpi, p =0,0001). Analisando o0s
resultados da qPCR aos 90 dpi, observou-se que o numero de parasitos no
sangue foi significativamente maior (p =0,0183) no grupo DHL_I T (13,628
+10,358 par. eq./100 ng DNA) em relacdo ao DP_| T (2,506 +3,190 par. eq./100
ng DNA) (Figura 14). Nos outros grupos a parasitemia foi similar. Nao houve
efeito significativo da dieta ou do treinamento fisico.

Com 90 dpi foi possivel a detecgcdo do nDNA de T. cruzi em todos os
tecidos estudados. Considerando todos 0s grupos juntos, no sangue e no
intestino a quantidade foi similar (6,276 +4,283 par. eq./100 ng DNA e 3,124
+1,826 par. eq./100 ng DNA, respectivamente) e significativamente maior que
nos outros tecidos (p <0,05). A carga parasitaria foi equivalente no coragéo e no
TAB (2,020 +0,687 par. eq./100 ng DNA e 2,064 £0,519 par. eq./100 ng DNA,
respectivamente). No TAM o numero de parasitos foi significativamente menor

(0,598 +0,172 par. eq./100 ng DNA, p <0,05) comparado aos outros tecidos.
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Figura 14. Parasitemia dos grupos infectados por Trypanosoma cruzi. Amostras de sangue
obtidas 15 dias apos a infecgéo (A) e amostras de sangue obtidas apos 90 dias de infeccao (B).
Valores em média * desvio-padréo. *Diferenca estatistica, p< 0,05.

DP_NI_NT: grupo submetido a dieta padréo, ndo infectado por T. cruzi e ndo treinado. DP_|_NT:
dieta padrao, infectado e néo treinado. DP_NI_T: dieta padrdo, ndo infectado e treinado. DP_I|_T:
dieta padrao, infectado e treinado. DHL_NI_NT: grupo submetido a dieta hiperlipidica, nédo
infectado por T. cruzi e nado treinado. DHL_I_NT: dieta hiperlipidica, infectado e ndo treinado.
DHL_NI_T: dieta hiperlipidica, ndo infectado e treinado. DHL_|_T: dieta hiperlipidica, infectado e
treinado.

No coracdo e no intestino grosso a carga parasitaria nao foi
estatisticamente diferente entre 0s grupos, entretanto, observa-se uma
tendéncia a um numero menor de parasitos no tecido cardiaco do grupo
DHL_I_T, com valor médio pelo menos duas vezes menor em comparagao aos
outros grupos (Figura 15A). No intestino, o grupo DP_|_NT tendeu a ter um maior

namero de parasitos comparado aos outros grupos (Figura 15B).

Houve um efeito da dieta (p =0,05) na carga parasitaria no TAB com 0s
animais alimentados com DHL com um namero maior de T. cruzi comparado aos
com DP (2,835 +4,581 par. eq./100 ng DNA e 1,244 +2,664 par. eg./100 ng DNA,
respectivamente) (Figura 16A). Além disso, neste mesmo tecido, 0 grupo
DHL_I_NT apresentou um numero de parasitos significativamente maior que os

outros grupos experimentais (p =0,044) (Figura 15C).

Resultados semelhantes aos do TAB foram encontrados em relacédo ao
TAM. Os camundongos submetidos a DHL tiveram maior carga parasitaria que
agueles sob DP (0,960 2,164 par. eq./100 ng DNA e 0,236 +£0,509 par. eq./100
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ng DNA, respectivamente, p =0,0320) (Figura 16B). Ademais, houve diferenca
entre os grupos DP_I_T e DHL_I_NT (0,148 +0,316 par. eq./100 ng DNA e 1,286
12,665 par. eq./100 ng DNA, respectivamente; p =0,044) (Figura 15D).
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Figura 15. Carga parasitaria dos grupos infectados por Trypanosoma cruzi. Amostras de
coragéo (A), intestino grosso (B), tecido adiposo branco (C) e tecido adiposo marrom (D) foram
obtidas 90 dias apés a infecc¢éo.

Valores em média + desvio-padrdo. *em C:Indica que a quantidade de parasitos € diferente em
relacdo aos outros grupos. *em D: Indica que a quantidade de parasitos € diferente entre os
grupos sob as linhas. p <0,05.

DP_NI_NT: grupo submetido a dieta padréo, ndo infectado por T. cruzi e ndo treinado. DP_|_NT:
dieta padrao, infectado e ndo treinado. DP_NI_T: dieta padrdo, ndo infectado e treinado. DP_|_T:
dieta padrao, infectado e treinado. DHL_NI_NT: grupo submetido a dieta hiperlipidica, nao
infectado por T. cruzi e ndo treinado. DHL_| NT: dieta hiperlipidica, infectado e nao treinado.
DHL_NI_T: dieta hiperlipidica, ndo infectado e treinado. DHL_|_T: dieta hiperlipidica, infectado e
treinado.
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Figura 16. Efeito da dieta na carga parasitaria do tecido adiposo branco (A) e do tecido
adiposo marrom (B) obtidos 90 dias ap6s a infeccéo.

Valores em média * desvio-padréo. *Indica que a quantidade de parasitos é diferente. p <0,05.
DP: dieta padrdo. DHL: dieta hiperlipidica.

Ao verificar se havia diferenca entre os tecidos dentro de cada grupo, isso
s6 aconteceu no DHL_I_T, onde a parasitemia sanguinea foi significativamente
maior que em todos os outros tecidos (p <0,01). Além disso, o0 niumero de
parasitos no intestino foi maior que no TAM (p =0,0127) e tendeu a ser mais

elevada que no coracéo (p =0,0565).

N&o foi detectado nDNA de T. cruzi nos animais nao infectados. A
destacar, em um camundongo do grupo DHL_| T n&o foi encontrado parasito no
tecido cardiaco. Da mesma forma, em um animal do grupo DP_I T e em um do
DHL_|_NT a carga parasitaria foi ausente no TAM, assim como ela foi ausente

no TAB de um animal do grupo DP_I_NT.
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6. Citocinas

Os niveis séricos de citocinas foram analisados apos 90 dpi e em data
equivalente para os néo infectados. Foi observado uma variagdo muito grande
dentro dos grupos experimentais. Houve um efeito da infec¢gdo em citocinas do
perfil Th1l (INF-y eTNF-a) (Figura 17), Th2 (IL-4 e IL-10) (Figura 18A e 18B) e
Th17 (IL-17) (Figura 18C) (p<0,05). Em todas elas os niveis foram mais elevados
nos animais infectados. Para a IL-4, também houve um efeito do treinamento
fisico, com os animais destreinados apresentando niveis séricos maiores em
comparacado aos treinados (12,055 +13,896 pg/mL e 7,43 +8,784 pg/mL,
respectivamente; p =0,05). Ndo houve alteracGes estatisticas nos valores das

citocinas de IL-6 e IL-2.
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Figura 17. Dosagem de citocinas perfil Th1l. Dosagem de TNF-a (A) dosagem de INF-y (B).
Unidade: picograma/mililitro (pg/mL) Valores em média + desvio-padrao.

DP_NI_NT: grupo submetido a dieta padréo, ndo infectado por T. cruzi e ndo treinado. DP_|_NT:
dieta padrao, infectado e nao treinado. DP_NI_T: dieta padrdo, ndo infectado e treinado. DP_|_T:
dieta padrao, infectado e treinado. DHL_NI_NT: grupo submetido a dieta hiperlipidica, nao
infectado por T. cruzi e ndo treinado. DHL_| NT: dieta hiperlipidica, infectado e nao treinado.
DHL_NI_T: dieta hiperlipidica, ndo infectado e treinado. DHL_I_T: dieta hiperlipidica, infectado e
treinado.
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Figura 18. Dosagem de citocinas perfil Th2 e Th17. Dosagem de IL-10 (A) dosagem de IL-4
(B) Dosagem de IL-17 (C).

Unidade: picograma/mililitro (pg/mL) Valores em média + desvio-padrao.

DP_NI_NT: grupo submetido a dieta padréo, ndo infectado por T. cruzi e ndo treinado. DP_|_NT:
dieta padrao, infectado e ndo treinado. DP_NI_T: dieta padrdo, ndo infectado e treinado. DP_|_T:
dieta padrao, infectado e treinado. DHL_NI_NT: grupo submetido a dieta hiperlipidica, nao
infectado por T. cruzi e ndo treinado. DHL_|_NT: dieta hiperlipidica, infectado e ndo treinado.
DHL_NI_T: dieta hiperlipidica, ndo infectado e treinado. DHL_|_T: dieta hiperlipidica, infectado e
treinado.

7. Andlise histopatolégica

No tecido cardiaco foram avaliados necrose de cardiomidcitos, infiltrado
inflamatério mononuclear perivascular multifocal (IFP), infiltrado inflamatorio
mononuclear intersticial multifocal (IFI) e fibrose. A Figura 19 traz imagens

representativas dos achados histopatolégicos no coracao.

95



Nenhum camundongo apresentou fibrose no tecido cardiaco e apenas
dois apresentaram necrose (um animal do grupo DP_1_T e outro do DHL_|_NT)
(Figura 19D e 19F). Foi observado presenca de IFP em todos os grupos
experimentais, entretanto, em um numero bem menor de animais nos grupos
nao infectados (Tabela 4). A presenca desses infiltrados na regido intersticial
(IFI) nédo foi vista somente nos grupos DP_NI_T e DHL_NI_NT. Para as duas
variaveis, houve um efeito significativo da infeccdo (p <0,0001), com os
camundongos infectados apresentando mais infiltrado inflamatério comparados
aos NI (score de 0,923 +0,71 e 0,152 0,364, respectivamente para IFP e 0,846
+0,540 e 0,182 +0,392, respectivamente para IFl).

A analise estatistica também mostrou efeito significativo da infeccdo no
IFl no TAB e TAM (p <0,05), com os animais infectados apresentando maior
inflamagdo que os nao infectados (0,744 0,850 e 0,094 =0,296,
respectivamente no TAB e 0,579 +0,642 e 0,303 +0,174, respectivamente no
TAM). Entre os animais submetidos a DP, somente foi visto IFI no TAM no grupo
DP_I_T (40% dos camundongos), enquanto no TAB ela foi observada em todos
0S grupos, com excecao do DP_NI_T. Vale ressaltar que no grupo DP_NI_NT,
somente dois animais (20%) apresentaram IFI de grau leve no TAB. Em relacdo
a DHL, os infiltrados inflamatérios no TAB e TAM estavam presentes em todos
0S grupos, com excecao do DHL_NI_NT, que nao exibiu IFI em nenhum dos dois
tipos de TA (Figura 20 e Figura 21). No grupo DHL_NI_T apenas um
camundongo (14%) apresentou IFI leve no TAB e TAM (Tabela 4).

O treinamento fisico teve um efeito significativo no TAM (p = 0,0379),
causando IFM (Figura 21). De fato, os camundongos treinados apresentaram
maior grau de inflamacédo que os sedentérios (0,441 +0,613 e 0,216 0,479,
respectivamente). Além disso, houve uma interacdo significativa da dieta x
infeccao (p =0,0066) na qual os animais DHL_| tiveram inflamacé&o mais evidente
(0,857 +0,655) que os DHL_NI (0,667 +0,258), DP_1 (0,235 +0,437) e DP_NI
(auséncia de IFI no TAM).

O intestino grosso de todos os grupos nao infectados apresentou
aparéncia morfolégica normal (Figura 22), com excecdo de um animal do grupo

DHL_NI_T que apresentou grau leve de infiltrado inflamatério mononuclear
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multifocal. A anadlise estatistica indicou interacdo entre dieta x infeccdo X

treinamento fisico (p =0.05). As diferencas podem ser observadas na Tabela 4.

Como pode ser observado na Tabela 4, de maneira geral a DHL se
mostrou mais inflamatdria para o TAB, TAM e intestino, principalmente quando

associada a infec¢ao.
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Tabela 4. Resumo da avaliagdo histopatologica dos tecidos coletados apés 90 de infec¢cdo por Trypanosoma cruzi e em

periodos equivalentes para 0s grupos nao infectados.

Grupos

experimentais

DP_NI_NT

DP_I_NT

DP_NIT

DP_I_T

DHL_NI_NT

DHL_I_NT

Presencga
Quantificagéo*
Presenga
Quantificagdo*
Presenca
Quantificagao*
Presenca
Quantificagdo*
Presenca
Quantificagéo*
Presenca

Quantificagéao*

Coragéao TAB TAM Intestino grosso
Infiltrado Infiltrado
Infiltrado Infiltrado Infiltrado
Necrose inflamatério inflamatério
. . o inflamatério inflamatério inflamatério
perivascular intersticial

0/10 (0%)
0

0/8 (0%)

0

0/8 (0%)

0

1/10 (10%)
0,100 £0,316
0/8 (0%)

0

1/11 (9,09%)

0,091 +0,302

2/10 (20%)
0,200 +0,422
6/8 (75%)
0,875 +0,641
1/8 (12,5%)
0,125 +0.354
8/10 (80%)
1,000 +0,667
1/8 (12,5%)
0,125 £0,354
8/11 (72,73%)

0,728 +0,467

3/10 (30%)
0,300 £0,483
4/8 (50%)
0,750 +0,886
0/8 (0%)

0

7/10 (70%)
1,000 20,816
0/8 (0%)

0

10/11 (90,91%)

0,909 +0,302

2/10 (20%)
0,200 +0,422
6/8 (75%)
1,250 +1,04
0/8 (0%)

0

4/10 (40%)
0,500 +0,707
0/8 (0%)

0

6/11 (54,55%)

0,636 +0,674

0/10 (0%)
0

0/8 (0%)

0

0/8 (0%)

0

4/10 (40%)
0,444 10,527
0/8 (0%)

0

7/11 (63,64%)

0,728 +0,0,647

0/10 (0%)
0

7/8 (87,5%)
1,125 +0,641
0/8 (0%)

0

6/10 (60%)
0,600 +0,516
0/8 (0%)

0

10/11 (90,91%)

0,909 +0,302
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Presenca 0/7 (0%) 2/7 (28,57%) 217 (28,57%) 1/7 (14,29%) 117 (14,29%) 1/7 (14,29%)

DHL_NI_T
Quantificagdo* 0 0,286 +0,488 0,286 +0,488 0,143 +0,378 0,143 +0,378 0,143 +0,378
Presenca 0/10 (10%) 8/10 (80%) 7/10 (70%) 5/10 (50%) 8/10 (80%) 10/10 (100%)
DHL_I_T
Quantificaggo* 0,100 0,316 0,800 +0,422 1,000 +0.816 0,700 +0,949 1,00 +0,667 1,200 +0,422

*total de alteracfes quantificadas/n

TAB: tecido adiposo branco. TAM: tecido adiposo marrom. DP_NI_NT: grupo submetido a dieta padréo, néo infectado por T. cruzi e ndo treinado. DP_I_NT:
dieta padrao, infectado e ndo treinado. DP_NI_T: dieta padrdo, ndo infectado e treinado. DP_|_T: dieta padréo, infectado e treinado. DHL_NI_NT: grupo
submetido a dieta hiperlipidica, ndo infectado por T. cruzi e ndo treinado. DHL_I_NT: dieta hiperlipidica, infectado e nao treinado. DHL_NI_T: dieta hiperlipidica,
nao infectado e treinado. DHL_|_T: dieta hiperlipidica, infectado e treinado.

99



NI_NT |NT NI_T LT

Dieta
padrao

Dieta
hiperlipidica

Figura 19. Cortes histoldgicos do tecido cardiaco com imagens representativas dos diferentes grupos experimentais. No painel superior observam-se
imagens do tecido cardiaco de animais submetidos a dieta padrdo: 19A: Camundongo do grupo DP_NI_NT mostrando tecido sem alteracbes; 19B:
Camundongo do grupo DP_I_NT com infiltrado inflamatério multifocal na regido perivascular (seta vermelha) e intersticial (setas azuis); 19C: Camundongo do
grupo DP_NI_T com aspecto tecidual normal e 19D: Camundongo do grupo DP_I_T com necrose (setas pretas) e infiltrado inflamatoério multifocal na regido
intersticial (setas azuis). No painel inferior, sdo observados tecidos cardiacos de animais submetidos a dieta hiperlipidica: 19E: Camundongo do grupo
DHL_NI_NT mostrando tecido sem alteracdo; 19F: Camundongo do grupo DHL_|_NT com infiltrado inflamatério perivascular (setas vermelhas) e intersticial
(setas azuis); 19G: Camundongo do grupo DHL_NI_T mostrando infiltrado inflamatério multifocal na regido intersticial (seta azul) 19H: Camundongo do grupo

DHL_I_T mostrando infiltrados inflamatérios multifocais nas regides perivascular (seta vermelha) e intersticial (setas azuis). HE. Barra: 100 pm.
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Figura 20. Cortes histolégicos do tecido adiposo branco com imagens representativas dos diferentes grupos experimentais. No painel superior
observam-se imagens do tecido adiposo branco (TAB) de animais submetidos a dieta padrdo: 20A: Camundongo do grupo DP_NI_NT mostrando tecido sem
alteracbes; 20B: Camundongo do grupo DP_I_NT com infiltrado inflamatorio na regido perivascular (seta vermelha) e intersticial (seta azul); 20C: Camundongo
do grupo DP_NI_T com aspecto tecidual normal e 20D: Camundongo do grupo DP_|_T com multiplos infiltrados inflamatérios na regido intersticial (setas azuis).
No painel inferior, sdo observados TAB de animais submetidos a dieta hiperlipidica: 20E: Camundongo do grupo DHL_NI_NT mostrando tecido sem alteracao;
20F: Camundongo do grupo DHL_I_NT com infiltrado inflamatério perivascular (seta vermelhas) e intersticial (setas azuis); 20G: Camundongo do grupo
DHL_NI_T mostrando tecido com aspecto normal. 20H: Camundongo do grupo DHL_I_T mostrando infiltrado inflamat6rio multifocal perivascular (seta

vermelha) e intersticial (setas azuis). HE. Barra: 100 uym.
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Figura 21. Cortes histoldgicos do tecido adiposo marrom com imagens representativas dos diferentes grupos experimentais. No painel superior
observam-se imagens do tecido adiposo marrom (TAM) de animais submetidos a dieta padrdo: 21A: Camundongo do grupo DP_NI_NT mostrando tecido sem
alteracbes; 21B: Camundongo do grupo DP_I_NT sem alteracédo tecidual; 21C: Camundongo do grupo DP_NI_T com aspecto tecidual normal e 21D:
Camundongo do grupo DP_I_T infiltrado inflamatério perivascular (seta vermelha) e intersticial (seta azul). No painel inferior, sdo observados TAM de animais
submetidos a dieta hiperlipidica: 21E: Camundongo do grupo DHL_NI_NT mostrando tecido sem alteragédo; 21F: Camundongo do grupo DHL_I_NT com
infiltrado inflamatério intersticial (setas azuis); 21G: Camundongo do grupo DHL_NI_T mostrando tecido com aspecto normal. 21H: Camundongo do grupo

DHL_I_T mostrando infiltrados inflamatdrios multifocais intersticial (setas azuis). HE. Barra: 100 ym.
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Figura 22. Cortes histoldgicos do intestino grosso com imagens representativas dos diferentes grupos experimentais. No painel superior observam-
se imagens do intestino de animais submetidos a dieta padrdo: 22A: Camundongo do grupo DP_NI_NT mostrando tecido sem altera¢des; 22B: Camundongo
do grupo DP_I_NT T infiltrado inflamatdrio perivascular (seta vermelha) e intersticial (setas azuis); 22C: Camundongo do grupo DP_NI_T com aspecto tecidual
normal e 22D: Camundongo do grupo DP_I_T infiltrado inflamatério intersticial (setas azuis). No painel inferior, sdo observados intestinos de animais submetidos
a dieta hiperlipidica: 17E: Camundongo do grupo DHL_NI_NT mostrando tecido sem alteragdo; 22F: Camundongo do grupo DHL_I_NT com infiltrado
inflamatdrio perivascular (seta vermelha) e intersticial (seta azul); 22G: Camundongo do grupo DHL_NI_T mostrando tecido com aspecto normal. 22H:

Camundongo do grupo DHL_I_T mostrando infiltrado inflamatério multifocal perivascular (seta vermelha) e intersticial (setas azuis). HE. Barra: 100 pm.
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VI. DISCUSSAO

Apesar de décadas de pesquisa dedicada a DC, subsistem lacunas no
entendimento abrangente da sua patogénese. O reconhecimento de que
modificagdes no TA podem impactar a infecgdo, influenciando tanto o
metabolismo quanto a resposta imunoldgica do hospedeiro, encorajou
investigacdes sobre a interacéo entre a dieta rica em gordura e o progndéstico
da DC (Fonseca et al., 2020). O atual padrao alimentar, caracterizado pelo
consumo elevado de calorias oriundas de alimentos ultraprocessados,
suscitou este estudo para examinar os efeitos da DHL no curso da infecgéo
por T. cruzi e propiciar uma compreensado mais profunda do papel do TA na

DC, considerando também o TAM, pouco estudado neste contexto.

Considerando a caréncia de tratamentos medicamentosos efetivos
para a DC, especialmente em sua fase cronica (Ribeiro et al., 2020),
estratégias ndo farmacologicas, como o EF, destacam-se como alternativas
terapéuticas auxiliares para melhorar a qualidade de vida dos pacientes. O
EF, ao reduzir a carga parasitaria e modular a resposta imune, emerge como
uma abordagem essencial (Moreira, Zanoni, et al., 2014). Apesar de diversos
estudos ja terem demonstrado os efeitos benéficos do EF antes da infecgéo
na DC experimental ( Soares et al., 2010; Moreira et al., 2014a; Lucchetti et
al., 2017), a literatura investigada revelou apenas um estudo abordando o
efeito pdés-infeccdo com implicagcbes para a fase crénica da doenca (Pedra-
Rezende et al., 2021). Diante desse cenario, 0 segundo objetivo deste
trabalho consistiu em verificar a capacidade de treinamento fisico apds a

infeccdo por T. cruzi e seus efeitos a longo prazo.

Por serem bons modelos para estudo sobre a DC, camundongos (Mus
musculus) da linhagem BALB/c foram selecionados. Apesar de apresentarem
uma suscetibilidade intermediaria a infec¢cdo, aumentando o risco de 6bito
durante o periodo experimental (Costa et al., 2002), esses animais s&o

conhecidos por sua facilidade de manipulacdo. Dada a necessidade de
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submeté-los ao treinamento fisico diario, a escolha dessa linhagem foi
estratégica, considerando a maior capacidade aerdbica quando comparados
a outras linhagens, apresentando facilidade em realizar atividade fisica em
esteira rolante (Lightfoot et al., 2001). Optou-se por trabalhar com fémeas,
reconhecidas por sua maior resisténcia a infec¢éo por T. cruzi (Trischmann;
Bloom, 1982; de Souza, et al., 2001), o que contribuiu para uma taxa de
sobrevida mais elevada durante os 90 dpi. Vale destacar que, devido a
variacdo no grau de resisténcia em relacdo a cepa do parasita, a cepa
Colombiana (classificada como Tcl) foi utilizada para a inoculagéo dos animais
devido a sua alta infectividade (Zingales et al., 2009). Pelo modelo “BALB/c +
cepa Colombiana” ja ter sido utilizado anteriormente (Araujo et al., 2014; Silva,

da et al., 2018; Goncalves et al., 2022), foi considerado uma boa opcao.

No que diz respeito & DHL, é relevante mencionar que varios estudos
empregaram esse tipo de dieta com diferentes quantidades de gordura em
sua formulacéo (Nagajyothi et al., 2014; Figueiredo et al., 2018; Lizardo et al.,
2019; Zaki et al., 2020; Souza et al., 2021). No presente estudo, foi utilizado
dieta comercial contendo 60% de lipidios, uma abordagem ja documentada
na literatura (de Souza, et al., 2020) e mantida constante ao longo de todo o
periodo experimental (125 dias no total). Além de investigar os efeitos dessa
dieta no curso da doenca, ela foi adotada com o objetivo de elevar a gordura
corporal dos animais, permitindo, assim, melhor avaliagdo do papel do TA na
DC.

Contrariamente ao esperado e observado em estudos anteriores (Li et
al., 2020; Pereira et al., 2018), o peso corporal final e 0 ganho de peso relativo
(raz&o peso corporal final/peso corporal inicial) foi similar em todos os nossos
grupos experimentais, porém, os estoques de TAB e TAM foram maiores nos
grupos submetidos & DHL. Foi observado um aumento significativo no ganho
de peso relativo nos camundongos infectados, independentemente do tipo de
dieta e da presenca ou ndo do treinamento fisico. Este achado contrasta com

as descobertas documentadas na literatura nas quais animais infectados,
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mesmo com DHL, apresentaram diminuicdo no peso corporal (Nagajyothi et
al., 2014; Lizardo et al., 2019).

Vale ressaltar que os animais submetidos a DHL tiveram uma notavel
reducdo no consumo alimentar em comparacao aos grupos que seguiram a
DP. Isso j& foi relatado em estudos anteriores (Fernandes et al.; 2012; Pereira
et al., 2018).Tal fenbmeno pode ser atribuido a maior densidade energética
da DHL em relacéo a DP (White et al., 2013).

No momento da eutanasia, a observacao macroscoépica do cora¢ao nao
indicou diferencas morfolégicas entre os grupos experimentais. Nao foi
constatado hipertrofia cardiaca conforme indicado pela relagdo peso corporal
final/peso do coracao, que foi similar entre os animais controles comparados
aos infectados e/ou treinados. O treinamento fisico provoca modificacdes
anatémicas e fisiolégicas no coracao. A hipertrofia cardiaca ndo patologica
induzida pelo EF melhora a funcdo miocardica e reduz o risco de doencas
cardiovasculares. Entretanto, esse remodelamento ¢é perdido, sem
consequéncias negativas para o organismo, caso o treinamento fisico néo
seja mantido (para revisdo, Seo et al., 2019). Como a eutanasia foi realizada
44 dias apos o final do treinamento, ndo era esperado hipertrofia cardiaca

decorrente do treinamento.

A cardiomegalia é um sinal clinico associado a CCC (Ribeiro et al.,
2012), com aumento tanto do ventriculo esquerdo como do direito, além de
ambos os atrios (Simdes et al., 2018). Assim como no presente estudo,
cardiomegalia também néo foi vista em camundongos infectados com a cepa
colombiana de T. cruzi por Nobre et al. (2022) apo6s 180 dpi. Esses resultados
reforcam que apesar de murinos serem um bom modelo para estudo da DC e
apesar de alguns estudos reportarem a presenca de hipertrofia cardiaca em
camundongos infectados (Rossi; Gongalves; Ribeiro, 1984; Rossi; Carobrez,
1985), eles ndo costumam ter o mesmo grau de comprometimento no cora¢ao
em relacdo ao homem, que apresenta cardiomegalia em aproximadamente
30% dos casos de DC croénica sintomatica (Rassi; Rassi; Marin-Neto, 2010).

E relevante notar que o periodo pds-infeccdo no presente estudo foi de 90
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dias, o que pode néo ter sido suficiente para evidenciar alteracdes cardiacas
importantes, pois esse tempo de infeccdo pode ser considerado como fase

cronica indeterminada (Lizardo et al., 2021).

Apesar disso, em todos os animais infectados, o parasito foi detectado
no coracdo por meio de gPCR. Embora a carga parasitaria tenha sido
semelhante em todos os grupos, notou-se uma tendéncia para um menor
namero de parasitos no tecido cardiaco do grupo DHL | T. O valor médio
nesse grupo foi pelo menos duas vezes menor em comparagdo com 0S
demais, sugerindo potencial protecdo conferida pela DHL associada ao
treinamento fisico. Ja foi observado anteriormente menor carga parasitaria no

coracdo de camundongos submetidos a DHL (Nagajyothi et al., 2014).

Foi encontrado infiltrado inflamatorio intersticial (IFI) e perivascular
(IFP) no tecido cardiaco em todos os grupos infectados por T. cruzi, treinados
ou néo e sob qualquer padrao alimentar (DP ou DHL). De fato, o IFP foi visto
em 77% dos animais infectados e o IFl variou entre 50 a 91% dos
camundongos em funcdo do grupo experimental. Notavelmente, dois animais
apresentaram infiltrado inflamatorio associado a necrose de cardiomiocitos.
Essa observagéo € consistente com relatos na literatura com infecgdo com

cepa colombiana (Andrade et al., 1985).

A analise do peso do TAM e da razédo peso do TAM/peso corporal no
momento da eutanasia revelou que com a DHL essas variaveis foram
significativamente maiores em comparacao aos grupos que seguiram a DP.
De acordo com Alcala et al. (2019), camundongos submetidos a DHL por 20
semanas apresentaram hipertrofia do TAM, além de elevada atividade
mitocondrial e inflamatoria. Esses efeitos foram atribuindo a dieta. Outros
estudos também destacam que a DHL induz uma maior atividade termogénica
no TAM, aumentando seu estoque (Calderon-Dominguez et al., 2016; Perez
et al., 2021; Régnier et al., 2023).

No que diz respeito aos animais infectados, foi observado uma

intensificacédo do infiltrado inflamatoério nas laminas histologicas do TAM, com
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significancia estatistica. Sabe-se que a fase crénica da DC desencadeia uma
resposta inflamatéria tanto no TAB quanto no TAM, resultando no aumento
dos niveis de citocinas inflamatorias, incluindo IL-18, que € um marcador
essencial na inducéo da resposta inflamatoria (Burke et al., 2014). Também
ja foi evidenciado aumento significativo nos niveis de TNF-a e IFN-y no TAM
durante a infeccdo crbénica (Nagajyothi; Weiss, 2019), corroborando com
nossos achados histopatolégicos que indicaram mais infiltrado inflamatorio
nesse tecido nos camundongos infectados. Neste estudo nao foi verificado a
expressao de citocinas nos diferentes tecidos, entretanto, os niveis séricos de

TNF-a e INF-y foram mais elevados com a infec¢éo por T. cruzi.

Embora a analise histopatoldgica tenha mostrado que os animais
treinados apresentaram maior inflamacéo no TAM, este resultado contrapde
outras descobertas que indicam um efeito benéfico do EF nesse tecido,
promovendo melhorias em sua funcdo enddcrina, atenuacdo de disturbios
metabdlicos e disfungdo vascular induzidos por dietas ricas em gordura, 0s
quais estao associados a inflamacéo (Xu et al., 2011; Mendez-Gutierrez et al.,
2023). O treinamento fisico aumenta o TAM, podendo aumentar a capacidade
muscular para execuc¢do do EF (Kong et al., 2018). Contudo, a maioria dos
estudos que mostram os beneficios do EF no TAM fazem as analises logo
apos o periodo de treinamento (para revisao, Sanchez-Delgado et al., 2015),
contrariamente ao nosso trabalho que realizou a avaliacéo histolégica cerca

de 45 dias ap0s a finalizacao dos treinos.

Grande parte dos trabalhos que averiguam carga parasitaria no TA, o
fizeram no TAB, embora j4 na década de 70 o TAM tenha sido identificado
como alvo de T. cruzi (Shoemaker et al., 1970). Neste estudo, o nimero de
parasitos foi significativamente menor no TAM em comparagdo aos outros
tecidos, mas ele se mostrou como um 6rgéo parasitado na fase crbnica da
DC. Com excecdo de dois animais, um do grupo DP_I T e outro do
DHL_| NT, nos quais nao foi encontrado nDNA de T. cruzi, todos os outros
camundongos infectados apresentaram parasitos no TAM, com carga

parasitaria variando de 0,001 a 9,211 par. eq/100 ng DNA.
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Em relagdo ao TAB, os animais submetidos a DHL apresentaram maior
estoque em comparacdo com 0s que receberam a DP. Isso pbde ser
verificado através do peso bruto e relativo do TAB no momento da eutanasia.
Esses resultados eram esperados e estdo amplamente documentados na
literatura devido a maior quantidade de gordura presente nesse tipo de dieta,
0 que resulta em aumento nos estoques do TAB (Shi et al., 2019; Li et al.,
2020; Cheng et al., 2023). Em termos de carga parasitaria, a alimentacdo com
DHL fez com que um namero maior de parasitos fosse encontrado no TAB em
comparacdo a DP. Esse resultado ja foi visto na fase aguda da DC
experimental (Nagajyothi et al., 2014; Souza et al., 2021). A destacar, o grupo

gue apresentou maior carga parasitaria no TAB foi o DHL | NT.

N&o houve efeito significativo da dieta no indice de Lee, indicador do
aumento da porcentagem de gordura corporal em roedores (Aradjo et al.,
2017; Figueiredo et al., 2018). Resultado semelhante ja foi anteriormente
observado em camundongos alimentados com DHL por 12 semanas (Higa et
al., 2014). Vale ressaltar que o TAB avaliado foi apenas o perigonadal e nédo
o tecido abdominal completo. Isso pode reduzir a precisdo das informacdes

mencionadas.

A infeccdo crbnica por T. cruzi pode alterar a morfologia do TAB e
induzir a morte dos adipdcitos por apoptose e necrose. De fato, foi sugerido
que a persisténcia do parasito e de células imunes infiltradas no TA promovem
alteracdes na fisiologia desse tecido, causando um desequilibrio entre
adipogénese e lipdlise. Também foi visto a presenca de adipdcitos com
goticulas lipidicas multiloculares e células imunes infiltradas no tecido adiposo
aos 90 dpi (Lizardo et al., 2021), resultado que também foi evidenciado em
nossas laminas histologicas do TAB. Ademais, os animais infectados,
independentemente do tipo de dieta, apresentaram um volume de TAB inferior

em comparag¢ao com os nao infectados.

Embora todos os grupos infectados tenham demonstrado a presenca
de infiltrado inflamatdrio no TAB, essa condicdo foi mais intensa nos grupos

que utilizavam a DHL e estavam infectados por T. cruzi. Essa observacéo
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reforga a associagéo do fator inflamatoério das dietas ricas em gordura com a
presenca do parasito, destacando a complexidade da interacdo entre dieta e
infeccdo (Nagajyothi, F. et al., 2012; Souza, de et al., 2020; Lizardo et al.,
2021).

O protozoério T. cruzi apresenta tropismo pelo intestino (Lewis et al.,
2014; Silveira, da et al., 2007) e um dos sintomas que podem aparecer na
fase crénica da DC é o megacélon (Prata, 2001; Matsuda; Miller; Evora, 2009;
Pérez-Molina; Molina, 2018) que estd associado a lesdes inflamatérias no
sistema nervoso entérico (Da-Silveira et al, 2007). Ainda h& lacunas a respeito
da interacado entre T. cruzi e o trato gastrointestinal (Gl) faltando conhecimento
sobre, por exemplo, os efeitos da DHL nesta associacdo; a influéncia do
parasito na microbiota e possiveis consequéncias; a contribuicdo da
persisténcia parasitaria no intestino para o desenvolvimento dos sintomas
cardiacos, entre outros. De fato, o organismo do hospedeiro, o T. cruzi e a
microbiota estdo em complexa associacdo no trato Gl podendo afetar a
patogénese da DC (Hossain et al., 2020). Por essa razéo, foi realizada gPCR
para determinacdo da carga parasitaria no intestino e analises

histopatoldgicas neste tecido.

Aos 90 dpi, o numero de parasitos foi similar no intestino e no sangue,
sendo mais elevado que nos outros tecidos. Este € um fato curioso, pois a
fase cronica é caracterizada pela parasitemia sanguinea extremamente baixa
ou até mesmo ausente (Bern, 2015). Com exce¢do de um animal nao
infectado pertencente ao grupo DHL_NI_T, infiltrado inflamatério nas
diferentes camadas do intestino (mucosa, submucosa, muscular ou serosa)
foi observado em todos os grupos de camundongos infectados. Além disso,
verificou-se uma maior incidéncia de inflamac&o nos grupos que adotaram
DHL, em comparagédo com os animais infectados que se alimentaram com DP
e realizaram treinamento. Esses resultados reforcam a associacdo do fator
inflamatdrio das dietas ricas em gordura com a presenca do parasito. De fato,
a DHL esté relacionada a modificacdes na microbiota e a inflamacgéo (para

revisdo, Malesza et al., 2021).
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No contexto experimental, amostras de sangue desempenham um
papel crucial, permitindo a quantificacao de diversos fatores, como proteinas,
enzimas e hormonios (Lee; Goosens, 2015). Em 90 dpi, o sangue foi colhido
e 0 soro recuperado para dosagem de citocinas. Elas desempenham papel
fundamental estimulando a resposta imune inata e adaptativa do organismo
(Abbas, 2019). O balanco entre citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias
produzidas parece estar implicado na evolucdo e desfecho da DC. Essas
moléculas podem participar do controle do parasitismo ou, ao contrério,
favorecer o parasitismo tecidual, ou seja, possuem papel de destaque na
patogénese da doencga podendo estar diretamente relacionadas a intensidade
da inflamacdo e as lesbGes teciduais (Acevedo, Girard; Gomez, 2018;
Cristovao-Silva et al., 2021; Braga et al., 2022).

Na fase cronica da DC foi verificado um perfil de citocinas do tipo Thl
(IFN-y, TNF, IL-2, IL-6, IL-9, IL-12) com baixos niveis de um perfil Th2 (IL-4,
IL-5, IL-10, IL-13) em pacientes com manifestacfes cardiacas e digestivas.
No entanto, em concordancia com nossos achados, foi observado o oposto
na forma indeterminada da DC, indicando que o equilibrio dessas citocinas
(IL-10, IL-17, TNF-qa, IFN-y e IL-4) pode desempenhar um papel fundamental

no desenvolvimento da doencga (Cristovéo-Silva et al., 2021).

No entanto, o aumento do perfil anti-inflamatério na fase crénica
indeterminada em relagcdo ao perfil pro-inflamatorio na fase crénica e CCC
ainda ndo é totalmente compreendido (Acevedo; Girard; Gomez, 2018). A
analise das citocinas em 90 dpi mostrou forte efeito da infeccdo, com niveis
aumentados de IL-10, IL-17, TNF-a, INF-y e IL-4. Entretanto, ndo foi possivel
determinar se a dieta ou o treinamento fisico influenciaram o perfil
imunoldgico. A pratica regular de EF tem o potencial de fortalecer o sistema
imunoldgico e salvaguardar os 6rgdos, ao reduzir a producdo anormal de
citocinas inflamatérias e fomentar o desenvolvimento de agentes anti-
infecciosos e antioxidantes (Guo et al., 2020). No nosso estudo néo foi
possivel observar o efeito do EF na resposta anti-inflamatéria, visto que foi

realizado no inicio da fase aguda e a coleta do soro foi feita na fase cronica
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(90 dpi). O efeito do treinamento foi visto apenas nos niveis de IL-4. Esta
citocina é menos caracterizada na literatura em comparacédo aos mediadores-
chave do EF (Moldoveanu; Shephard; Shek, 2001; Docherty et al., 2022).

Visto que o TA é um tecido bastante heterogéneo, com a presenca de
inUmeras células imunoldgicas (macrofagos, neutréfilos, eosindéfilos, células
dendriticas e linfécitos) com fendétipos variaveis em funcao da quantidade de
adipdécitos e um 6rgao endécrino bastante dindmico, seu estudo no contexto
da DC é bastante complexo (Ray et al., 2023). De fato, o T. cruzi no TA pode
estar no interior dos adipdocitos ou de macrofagos, por exemplo, e isso pode
ter implicacbes diferentes. Para melhor compreensdo do seu papel na
patogénese da DC, a verificacdo da expressdo de genes inflamatérios e de
citocinas no TAB e TAM tem grande interesse. Isso sera futuramente realizado

(a extracdo de RNA e a reacdo de transcricdo reversa ja foram feitas).

O EF melhora a aptidao fisica e a composicdo corporal e tem sido
usado como prevencdo e até tratamento de certas doencas. Fatores como
tipo, tempo, frequéncia e intensidade do treinamento influenciam de maneira
diferente os efeitos do EF em diversas condi¢cdes patoldgicas (para revisao,
Guo et al., 2020). No presente estudo foi realizado treinamento aerdbico de

intensidade moderada em esteira ergométrica.

A velocidade maxima de corrida obtida durante um teste incremental
em esteira rolante (Vpeak k) permite a estimativa da CAM em roedores com
custo acessivel. A utilizacado do VO2 maximo € mais dispendiosa demandando
equipamento para andlise dos gases respiratorios. Com isso a utilizagdo da
Vpeak_ k torna-se uma alternativa viavel para determinar o desempenho e
prescrever protocolos de treinamento aerObico sistematizados para
camundongos (Picoli et al., 2018). Diante desse cenério, optamos por utilizar
esse método para avaliar a CAM dos animais e ajustar a intensidade de
treinamento (60% da CAM).

Embora diversos estudos tenham explorado os efeitos do treinamento

pré-infeccdo por T. cruzi em modelo murino, até onde sabemos, apenas um
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abordou o treinamento pos-infeccdo (Pedra-Rezende et al., 2021). Desta
forma, este trabalho € inovador e apresenta grande relevancia, pois faltam
dados na literatura sobre os possiveis beneficios do treinamento fisico
realizado ap6s a infeccdo por T. cruzi, situagdo que pode se aproximar mais
da realidade dos pacientes com DC.

Assim, como visto por Pedra-Rezende et al. (2021), a infec¢cdo aguda
por T. cruzi ndo impediu a realizacdo do EF regular, contrariamente ao que
aconteceu no trabalho de Lucchetti et al. (2017), no qual ndo foi possivel
realizar treinamento fisico aerobico pos-infecgcdo em camundongos, pois eles
se apresentavam debilitados. Apesar de néo ter sido observado melhora da
CAM nos grupos infectados (ela até diminuiu nos grupos DP_| NT e
DHL_|_T), o fato da presenca de T. cruzi no organismo permitir o treinamento
fisico aerdbico a 60% da CAM pode trazer implicacdes positivas para 0s
portadores da DC, j& que o EF regular traz indmeros beneficios para a saude
fisica e mental. Entdo, mesmo que nao apresente vantagens diretamente
relacionadas a DC, o EF regular pode melhorar a qualidade de vida dos

pacientes (Fossati et al., 2021).

O Colégio Americano de Medicina Esportiva (ACSM, do inglés
American College of Sports Medicine) recomenda que adultos saudaveis entre
os 18 e 65 anos facam atividade fisica aerdbica de intensidade moderada
durante pelo menos 30 minutos, cinco dias por semana, para O
desenvolvimento e a manutencdo da aptidao cardiorrespiratoria (Haskell et
al., 2007). Em nosso estudo, a CAM se manteve similar ao longo do tempo
nos animais submetidos ao treinamento fisico, porém, ela diminuiu nos
sedentarios. Com esses resultados, conclui-se que, contrariamente ao
esperado, o protocolo de exercicio em esteira utilizado neste estudo néo
permitiu a melhora do desempenho fisico dos camundongos treinados.

No primeiro teste CAM, realizado antes do periodo de treinamento e
apos 4 semanas de alimentacéo diferenciada, o grupo DHL_|_T apresentou
maior Vpeak k que 0s DP_|_T. Isso sugere influéncia do padrdo alimentar na

CAM dos animais infectados, embora essa diferenca ndo tenha sido
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observada entre os grupos DHL_|I_NT e DP_I_NT. Esse efeito da dieta foi de
fato significativo no 2° teste CAM, com os camundongos alimentados ha 7
semanas com DHL com valores superiores de capacidade aerdbica em
comparacao aos alimentados com DP. Dietas ricas em gordura e pobres em
carboidratos tém sido propostas para aumentar a capacidade aerdbica de
atletas. Contudo, apesar de elas aumentarem a utilizacdo de gordura como
substrato energético pelos musculos, ndo ha consenso de que isso melhore a
performance (Burke, 2015). Esta questdo estd bem discutida na revisdo de
Cao et al. (2021). Nao foi constatado esse efeito da dieta no ultimo teste CAM.

Apesar da escolha de uma linhagem de camundongos (BALB/c) que
apresenta maior capacidade aerdbica quando comparada a outras linhagens,
apresentando facilidade em realizar EF em esteira rolante (Lightfoot et al.,
2001), a aderéncia ao treinamento fisico sofreu variagdes. Alguns animais
precisaram ser estimulados a correr (toques suaves na parte traseira - nao foi
usado choque elétrico) e outros apresentaram resisténcia ao exercicio,
adotando comportamentos como girar e ir no sentido oposto a corrida,
buscando sair da esteira antes de adotarem um padrdo de corrida normal.
Isso causa um desgaste fisico adicional podendo prejudicar a performance no

teste CAM ou no treinamento (Copp et al., 2009), afetando os resultados.

Ao se realizar protocolos na esteira ergométrica em modelo animal,
uma seérie de recomendacdes devem ser observadas para resultados
fidedignos (Copp et al., 2009; Booth; Laye; Spangenburg, 2010). E necessario
realizar adaptacéo a esteira; considerar o comportamento individualizado dos
animais, por exemplo, nas alteracdes de velocidade da corrida; verificar as
caracteristicas que indicam a fadiga do animal (mudanca no padrdo da
marcha e alteragbes no posicionamento corporal, como queda da cauda e
elevacéo do focinho); observar a eventual falta de vontade de correr; entre
outros. Esses diferentes fatores podem fazer com o que o animal encerre o
EF, e, principalmente, testes de capacidade aerdbica por outros motivos que
nao a fadiga (Copp et al., 2009). Todos esses detalhes foram cuidadosamente

observados durante a execucdo deste trabalho prezando pelo bem-estar e
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seguranca do animal, mas também visando a obtencdo de resultados
confidveis. Ainda assim, tanto a performance nos testes CAM quanto o0s

efeitos do treinamento fisico devem ser interpretados com cautela.

Da mesma forma como ocorre em humanos, 0s animais apresentaram
diferencas em relacdo ao esfor¢o fisico e, por isso, foi observado a
individualizagc&o da intensidade do treinamento e monitorado o empenho na
corrida através da escala de esforco (descrita na secdo Métodos da
dissertacdo). Outra limitacdo é a impossibilidade de fornecer orientacfes para

execucdao da tarefa e/ou estimulos verbais para os camundongos.

Algumas semanas de treinamento fisico ja sé@o suficientes para
aumentar a massa muscular e a forca. O fato de que os exercicios mais
usados no tratamento de camundongos com atrofia muscular sdo a corrida
em esteira rolante e a corrida voluntaria na roda de exercicio para roedores
sugerem beneficios do exercicio aerdbico para ganho de massa e funcao
muscular. Na realidade, o treinamento de forga ndo € comum em murinos,
principalmente porque necessita manipulacdo complexa dos animais (para
revisdo, Guo et al., 2020). Em estudos com modelos experimentais, o teste de
forca (preensdo manual dos membros) é usado para avaliar a variagdo da

funcdo muscular (Ge et al., 2016; Castro; Kuang, 2017).

Aqui estes testes foram conduzidos nos mesmos dias que os testes
CAM. Apo6s 4 semanas de DP ou DHL e antes de se iniciar o periodo de
treinamento, foi observado um efeito significativo da dieta tanto no pico de
forgca quanto no pico de forga relativo. Os camundongos que consumiram DHL
apresentaram valores mais elevados em compara¢do aos grupos com DP.
Em estudo anterior, o pico de forca de preenséo apds 6 semanas de DHL néo
foi alterado em camundongos fémeas ou machos. Entretanto, ao normalizar
os parametros de forca pelo peso corporal, as fémeas submetidas a DHL

apresentaram maior forca que os machos (Munier et al., 2022).

Dez semanas apos o inicio da DHL ou DP, os animais NI_NT exibiram

pico de forca superior aos |_NT, independentemente do padrdo alimentar
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seguido. Como n&o houve diferenca significativa entre NI_T e |_T, isso sugere
que o treinamento aerdbico realizado durante 6 semanas permite a

manutencao da forca apesar da infec¢éo por T. cruzi.

Apbs o periodo de treinamento (seis semanas) com padrédo dietético
mantido a 10 semanas, também foi notado que camundongos com DP_NI
tiveram maior pico de forca que os DHL_NI. Trabalho anterior ja havia
mostrado que a DHL prejudica a funcdo muscular, com camundongos
alimentados com DHL também por 10 semanas apresentando forca de

preensao duas vezes menor que aqueles sob DP (Tam et al., 2015).
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VIl. CONCLUSAO

A presente pesquisa representa um marco ao abordar de maneira
integrada as trés variaveis — infeccdo por T. cruzi, padrdo alimentar e

treinamento fisico aerdbico pos-infec¢cdo. Assim, concluimos que:

e Ainfecgdo aguda por T. cruzi ndo impede a execugéo do treinamento
fisico diario a 60% da CAM durante 30 min. Embora ndo se tenha
observado uma melhora na CAM apds 6 semanas de treinamento com
a infeccdo, a capacidade de realizacdo de EF aerdbicos pode ter
implicacdes benéficas para os portadores da DC (composicéo corporal,
saude mental e em outros sistemas fisiol0gicos).

e A infeccdo por T. cruzi prejudica a forca muscular caso ndo seja
realizado EF regular. Isso reforca a importancia dos EF regulares para
os portadores da DC.

e Adeséo ao exercicio fisico varia entre os camundongos da linhagem
BALB/c.

e Mesmo na auséncia de infecgédo, a DHL prejudica a funcdo muscular,
reforcando a importadncia de uma dieta bem equilibrada para
manutencdo da massa magra e da forca.

e O treinamento fisico aerdbico moderado pos-infecgao realizado na fase
aguda néao influenciou a carga parasitaria na fase crénica em nenhum
dos tecidos estudados.

e A DHL influenciou a carga parasitaria no TAB e TAM, com numero
maior de parasitos comparado a DP. Isso confirma a ideia de que o TA
€ reservatorio de T. cruzi na fase cronica da infeccdo e reforca o
tropismo do parasito também pelo TAM.

e O T. cruzi, além de parasitar tecidos classicamente estudados, como
coracao e intestino, também possui tropismo pelo TAB e TAM. Aos 90

dpi, a carga parasitaria no TAM < TAB = coracao < sangue e intestino.
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e A DHL se mostrou mais inflamatéria para o TAB, TAM e intestino,
principalmente quando associada a infecgéo.

¢ Nos achados histopatolégicos s6 houve efeito crénico do treinamento
no TAM, com maior grau de inflamacé&o no treinados comparados aos

sedentarios.

Considerando a importancia clinica que o EF possa ter, ressaltamos a
importancia de se considerar o volume, a intensidade, a frequéncia e o tipo de
exercicio, bem como possiveis contraindicacdes, para se obter os melhores
resultados do exercicio como agente terapéutico ndo farmacolégico auxiliar
no tratamento da DC. E essencial aprofundar a investigagéo do treinamento
fisico pos-infecgdo por T. cruzi, especialmente na fase crbnica tardia. O uso
de técnicas mais avancadas, como a eletromiografia, para observacdo do
comportamento muscular e determinacdo se alteracdes no perfil de forca
resultam do recrutamento diferenciado de unidades motoras seria
esclarecedor. Além disso, a mensuracdo das citocinas e expressao de genes
inflamatorios no TAB e TAM podem fornecer uma compreensao mais refinada
do papel do TA na fisiopatologia da DC. O estudo das subpopulacdes de
adipdcitos e das diferentes células imunoldgicas presentes no TA também
pode contribuir para esse entendimento, reforcando a necessidade de
pesquisas com abordagens mais amplas para entender o papel do TA na DC.
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Abstract

Chagas disease (CD), caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, is a serious
health public problem with high morbidity and mortality rates. About 7 million
people are infected with the parasite, mostly in Latin America. The pathogenesis
is multifactorial and not well understood, particularly regarding the role of adipose
tissue (AT). The objective of this review is to explore the complex relationship
between T. cruzi and AT focusing on the possible role of this tissue in the CD. T.
cruzi exhibits a tropism for AT, residing within adipocytes and influencing their
function. Chronic infection leads to alterations in adipose physiology, contributing
to systemic inflammation and metabolic disturbances. Adipokines such as
adiponectin are dysregulated, while markers of inflammation and oxidative stress
increase within AT during CD. Besides, the immune response as well as clinical
aspects of CD could be influenced by the host's diet. High-fat diets (HFD)
influence parasite burden and cardiac pathology in murine models. The complex
interaction among T. cruzi infection, AT dysfunction, and dietary factors
underscores the complexity of CD pathogenesis. Despite accumulating evidence
suggesting the role of AT in CD, further research is warranted to elucidate its
clinical implications. Understanding the bidirectional relationship between AT and
T. cruzi infection may offer insights into disease progression and potential
therapeutic targets, highlighting the importance of considering adipose
physiology in CD management strategies.

Keywords: Trypanosoma cruzi, adipocytes, high-fat diet

Introduction

Chagas disease (CD), is endemic in Latin America, however, affects about
6 to 7 million people worldwide. Mainly due to the migration of infected people,
this neglected tropical disease is found, for example, in countries of Europe,
Africa, and the United States of America (Who, 2023). CD is caused by the
flagellated protozoan Trypanosoma cruzi, an obligate intracellular parasite
characterized by its capacity to persist in mammalian hosts indefinitely after the
initial infection (Nagajyothi et al., 2012a). Thus, CD is a life-threatening illness
with acute and chronic phases with very different characteristics. The parasitemia
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in the acute phase, which lasts 4 to 8 weeks after T. cruzi infection, is elevated.
On the contrary, during the chronic phase, parasitemia is absent or very low. Most
patients will remain asymptomatic for a lifetime. Around 30% of infected people
will develop cardiac symptoms about 30 years after the initial infection (for review,
see De Bona et al., 2018). One in ten chronically infected will present digestive,
neurological, or mixed symptoms (Who, 2023).

The CD pathogenesis is multifactorial. Factors such as parasite strain,
immunological characteristics of infected people, and persistence of T. cruzi in
different host tissues influence the evolution of the disease (for review, see De
Bona et al., 2018). Lewis and Kelly (2016) affirm that a deeper comprehension of
parasite persistence is important to understanding the contribution of T. cruzi to
the pathogenesis of CD. The fact that some patients remain asymptomatic, and
others evolve into symptomatic forms of CD is not fully understood (De Bona et
al., 2018).

Different parasites can be found in adipose tissue (AT) and the interaction
between them has been the subject of several studies (Dhurandhar, 2011; Hegde;
Dhurandhar, 2013; Lizardo et al., 2021; Ray et al., 2023). Various works even
report that the infection with some parasites and other microbes might cause
obesity (for review, see Pasarica; Dhurandhar, 2001; Dhurandhar, 2011), showing
that the physiological state of AT might be an important factor for diseases.

T. cruzi accumulates in the cytoplasm of adipocytes (Shoemaker et
al.,1970) suggesting that AT may participate in the pathogenesis of the disease
(Lizardo et al., 2021). Actually, the literature presents a paradox indicating a
bidirectional interaction between the AT and T. cruzi. First, some studies suggest
that since T. cruzi resides in AT, it would be protecting the heart. In effect,
adipocytes are a source of easy access to nutrients for parasites, besides the
long half-life of adipocytes both in men and in mice, allowing the parasites to
remain in a quiescent state in this tissue for long periods (Combs et al., 2005;
Oishi; Manabe, 2016) evading the host’s immune response. On the other hand,
even though the dormant forms of T. cruziin AT could have a minor role in disease
progression, they sustain the parasite persistence in the host organism (Lewis;
Kelly, 2016; Tanowitz et al., 2011). Some works suggest that T. cruzi infection
implies body fat loss and this also would contribute to the pathogenesis of chronic

Chagas cardiomyopathy (CCC) (Lizardo et al., 2021) since the loss in adipocytes
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allows the translocation of parasites to other tissues and may induce pro-
inflammatory response with the infiltration of immune cells (Combs et al., 2005).

Since the parasite persistence in the host organism is invoked to explain
the symptoms of CD, it is important to better clarify the role of different tissues in
the course of the disease. With T. cruzi infection, fat loss, and a rise in
inflammatory response, the physiology of AT changes both in the acute
(Nagajyothi et al., 2012b; Nagajyothi et al., 2019; Santamaria et al., 2021) and
chronic phases of the disease (Nagajyothi et al., 2019; Lizardo et al., 2021).
Indeed, AT function may be compromised by T. cruzi infection and may worsen
the prognosis of CD. Because AT is an extremely heterogeneous organ, with
several components and different functions (McGown; Birerdinc; Younossi,
2014), understanding its role in CD is complex. The appropriate comprehension
of the relationship between T. cruzi and the AT and their interaction would help to
improve knowledge of the pathogenesis of CD. Thus, this work aims to review
the literature on the possible role of AT in the acute and chronic phases of CD to

better understand its influence on the pathogenesis of the disease.

1. Complexity of adipose tissue: structure and function

AT is a multicellular organ extremely complex with remarkable biological
variability depending on the depot level, body location, and metabolic state. It has
a wide range of actions throughout the body influencing, for example, immunity
and inflammation (for review, see Lizcano; Arroyave, 2020). Actually, beyond the
adipocytes, many cell types are present interacting spatially and functionally
(Michailidou; Gomez-Salazar; Alexaki, 2022): vascular components, nerve tissue,
immune cells, endothelial cells, fibroblasts, and other adipocyte precursors
(Hegde; Dhurandhar, 2013; Rutkowski; Stern; Scherer, 2015). The immune cells
(e.g. macrophages, neutrophils, eosinophils, dendritic cells, and lymphocytes)
are an important part of adipose tissue that secrete various pro-inflammatory
cytokines that might alter organism's physiological state (for review, see Ray et
al., 2023). Indeed, due to the many immune cells infiltrated in the AT, adipogenic
cells, and their precursors, this tissue may help fight infections (Hegde;
Dhurandhar, 2013).
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White adipose tissue (WAT) and brown adipose tissue (BAT) are the main
types of AT, now regarded as an endocrine organ (Rutkowski; Stern; Scherer,
2015). The WAT is the most abundant in mammals (McGown; Bierdinc; Younossi
2014). Its primary function is storing and releasing lipids collaborating for energy
homeostasis. However, it also releases many products, such as peptides (e.g.
adipokines) (Recinella et al., 2020), proteins (Scherer et al., 2016), and miRNAs
(Thomou et al., 2017), which affect systemic metabolism. The principal cell type
of WAT is the adipocytes which contain a large lipid vacuole that allows a lot of
storage (for review, see Lizcano; Arroyave, 2020).

Although BAT is found in human adults in small depots localized in specific
areas, it is mainly present in little mammals (e.g. mice) and human newborns (for
review, see Lizcano; Arroyave, 2020). It is more metabolically active than WAT
playing a role in thermogenesis (non-shivering heat generation and dissipation of
energy) and the secretion of adipokines (Kajimura; Spiegelman; Seale, 2015;
Lizcano; Arroyave, 2020; Michailidou; Gomez-Salazar; Alexaki, 2022). In contrast
to WAT, brown adipocytes contain several cytoplasmic lipid droplets of different
sizes and numerous mitochondria. The high iron and cytochrome content
resulting from the high mitochondrial density, as well as the dense
vascularization, are responsible for the brown coloration (Oelkrug;
Polymeropoulos; Jastroch, 2015).

Another type of AT is the beige or brite (brown-like in white) adipocytes. It
has appeared in WAT depots due to external signals, such as during prolonged
cold exposure in response to sympathetic activation (Oelkrug et al., 2015;
Lizcano; Arroyave, 2020). Phenotypically, beige adipocyte has intermediate
characteristics between WAT and BAT. Like WAT, it is unilocular (a simple lipid
droplet), but functionally it resembles BAT. Her role in thermogenesis and the
regulation of insulin resistance and obesity has been studied. The beige
adipocytes also have secretory capacity with endocrine and paracrine effects (for

review, see Lizcano; Arroyave, 2020).

1. Pathogens in white adipose tissue

Various infectious agents accumulate in different sites within the AT, a

tissue with great longevity and rich in nutrients. In fact, these characteristics allow
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the persistence of pathogens in the host organism during chronic infections
(Tanowitz et al., 2017). Noteworthy, the immune system’s response to the
presence of foreign microorganisms will depend on the site within the AT where
they are located (Tanowitz et al., 2017).

The relationship between pathogens, host AT, accumulation or lack of host
fat, and pathogenesis of infections is complex and not yet fully understood.
Indeed, microorganisms can compromise the normal functioning of AT (Tanowitz
et al., 2017) and the accumulation or deficiency of fat in different organs impairs
their normal functioning (Rajala; Scherer, 2003). Actually, whether the AT is
dysregulated, other systems will be impaired (Rajala; Scherer, 2003).

Many species persist in AT during infection, such as Mycobacterium
tuberculosis (Ayyappan et al., 2019; Beigier-Bompadre et al., 2017), Plasmodium
berghei (Franke-Fayard et al., 2005; Mejia et al., 2021), Trypanosoma brucei
(Machado et al., 2021; Trindade et al., 2016), and T. cruzi (Lizardo et al., 2021;
Matos Ferreira et al., 2011). Regarding the latter, AT is an early target of the
parasite, as well as a reservoir during chronic infection (Combs et al., 2005;
Nagajyothi, F. et al., 2012a; Nagajyothi et al., 2012b)

1. Consequences of Trypanosoma cruzi tropism by adipose tissue

Many works reinforce the importance of AT as a target for T. cruzi infection
(Combs et al., 2005; Chevillard et al., 2018; Tanowitz et al, 2011). Indeed, the
presence of the parasite in fat cells alters the function of AT which in turn
contributes to systemic inflammation, causes metabolic abnormalities, and may
change heart physiology, aggravating the CD (Ayyappan et al., 2019; Lizardo et
al., 2019, 2021; Nagajyothi et al., 2014; Tanowitz et al., 2011). In fact, the
involvement of epicardial and pericardial AT in Chagasic cardiomyopathy is
suggested by Nagajyothi et al. (2012). Different mechanisms may be involved.
Undeniably, various pathways are altered in acute infection and continue to
exhibit changes in the chronic phase (Tanowitz et al., 2011).

The tropism of T. cruzi for AT could be observed in cell culture (Combs et
al., 2005; Nagajyothi et al., 2008) and in murine model (Chevillard et al., 2018;
Tanowithz et al., 2011; Zaki et al., 2020). The use of bioluminescence imaging

that allows the recognition of regions that retain parasites confirms the T. cruzi
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tropism for the adipose tissue (Lewis et al., 2014, 2016). In mice, Combs et al.
(2005) showed that the cardiac parasitism was lower than the WAT and BAT with
15 dpi. Likewise, Zaki et al. (2020) showed in the early stage of infection that the
parasite burden in epididymal fat was higher than in the heart. The preference or
high affinity of T. cruzi for AT in the acute phase may explain the reduced cardiac
damage observed in this period (Nagajyothi et al., 2014). Combs et al. (2005)
propose that T. cruzi tends to choose lipid-rich adipose cells over cardiomyocytes
as a host cellular environment.

In the acute phase of T. cruzi infection alterations are observed in the
transcriptional program of adipocytes (Combs et al., 2005) consequently, there is
a pro/anti-inflammatory imbalance in AT and lipolysis is impaired (Chevillard et
al., 2018; Tanowithz et al., 2011; Santamaria; Corral, 2021). Indeed, an
upregulation in markers of inflammation can be seen in AT with T. cruzi infection
(Combs et al., 2005; Nagajyothi et al., 2008, 2010, 2012a,b) [e.g. tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a), interleukin 1-beta (IL-1B), and interleukin-6 (IL-6)] (Combs
et al., 2005; Chevillard et al., 2018; Tanowithz et al., 2011).

Fifteen days post-infection with 7. cruzi mice, there is macrophage
infiltration into AT. This phenomenon persists into the chronic phase, concomitant
with the persistence of parasites (Tanowitz et al., 2011). Additionally, the animals
showed a significant reduction in body fat, and this may contribute to the
pathogenesis of chagasic cardiomyopathy (Combs et al., 2005). With the ablation
of fat cells in mice in the indeterminate form of the chronic phase (90 dpi), Lizardo
et al. (2021) demonstrated an increase in cardiac pathology suggesting that
adipocytes participate in the progression of CCC. It was observed in the heart a
higher infiltration of immune cells, more histological changes, and an increase in
the number of parasites compared to infected fat-unablated mice. Several
signaling pathways might be implicated (Lizardo et al., 2021). Actually, Lizardo et
al. (2021) showed the parasite persistence in AT in chronically infected mice and
suggested that the presence of T. cruzi and inflammatory infiltrates changes the
physiology of AT (i.e. imbalance between adipogenesis and lipolysis).

Adiponectin (AD), which has anti-inflammatory and cardioprotective
actions (Ouchi; Shibata; Walsh, 2006) and roles in energy regulation, glucose,
and lipid metabolism (Scheja; Heeren, 2019) is reduced with T. cruzi infection
(Combs et al., 2005; Nagajyothi et al., 2008; Santamaria; Corral, 2021). Indeed,
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Santamaria and Corral (2021) observed lower levels of AD in murine plasma and
no AD protein expression in WAT in the acute phase of CD. Activating
transcription factor-7 (ATF-7) protein, another regulator of adipogenesis, was
unchanged whereas peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-
y) was also suppressed (Santamaria; Corral, 2021). Conversely, Nagajyothi et al.
(2012a) showed elevated PPAR-y levels in WAT but reduced levels in BAT at 15
dpi, indicating different responses in these tissues because of T. cruzi infection.

Markers of oxidative stress, that have been associated with heart disease,
also show increased levels in both WAT and BAT in CD. Simultaneously, the
antioxidant response in these tissues is impaired in T. cruzi-infected mice. Thus,
chagasic cardiomyopathy has been associated with a high degree of
inflammation and oxidative stress within AT (Wen et al., 2014).

While several studies illustrate the persistence of T. cruzi in both WAT and
BAT, limited attention has been directed towards the different consequences of
parasitism in each of them. The impact of infection on these ATs differs due to

variations in adipogenesis, lipolysis, and levels of adipokines and cytokines.

2. Effects of a high-fat diet on Chagas disease

Human health is closely tied to the diet consumed. Most of the global
population follows Western diets, characterized by high calorie and fat intake.
This dietary pattern is becoming prevalent in Latin America, an endemic region
for Chagas disease (Zhao et al., 2016), often leading to issues such as
overweight and obesity, which may have effects on the interaction of T. cruzi and
the human host (Nagajyothi et al., 2014). Indeed, more than half of the female
population in Latin America is either overweight or obese (Popkin; Reardon,
2018). Geraix et al. (2007) showed that among a cohort of 66 patients with
chronic Chagas disease in Brazil, 83% exhibited a sedentary lifestyle, and 94%
were in a state of overweight or obesity. However, there is still no consensus that
T. cruzi infection causes obesity, that obese individuals are more susceptible to
poor prognosis of CD or that the parasite load is higher in cases of overweight
(Combs et al., 2005b; Matos Ferreira et al., 2011; Nagajyothi, F. et al., 2012), but
it is known that the high-fat diet (HFD) is pro-inflammatory in adipose tissue (Zaki
et al., 2020).
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T. cruzi infected mice fed with a high-fat diet (HFD) show decreased levels
of parasitemia, heart parasite load, and mortality in both acute and chronic
phases of the CD (Nagajyothi et al. 2014; Lizardo et al., 2019). It seems these
effects depend on the body fat mass (Lizardo et al., 2019). The lowest number of
parasites in the acute phase of T. cruzi infection was also observed by Zaki et al.
(2020). Conversely, cardiac tissue damage was higher with HFD associated with
infection.

In the acute phase, mice fed with HFD presented an increased survival
rate, decreased parasitemia, and reduced parasite burden in the heart, but
enhanced parasite load in WAT. (Nagajyothi et al. 2014; Lizardo et al., 2019). It
seems these effects depend on the body fat mass (Lizardo et al., 2019). The
lowest number of parasites in the acute phase of T. cruzi infection was also
observed by Zaki et al. (2020). With infection, HFD promotes adipogenesis and
cardiac lipidopathy, which may change the course of the acute phase. Indeed,
Nagajyothi et al. (2014) state that HFD has a protective action against myocardial
damage during the acute phase of T. cruzi infection, likely due to these effects.
Besides, infected HFD-fed mice had only a 20% fat loss compared to uninfected
HFD-fed mice, while infected standard diet (SD)-fed mice displayed significant
lipolysis (Nagajyothi et al., 2014).

On the contrary, Figueiredo et al. (2018) demonstrated an increase in
parasitemia from 17 days post-infection (dpi) in mice subjected to HFD and
infected (Figueiredo et al., 2018). Although Souza et al. (2021) did not observe
an elevation in the number of parasites in the blood of infected mice fed with HFD
compared to SD, at 30 dpi the parasitic load in the heart and AT increased with
HFD. These findings suggest that HFD induces metabolic changes that help the
growth and proliferation of T. cruzi in the early stages of infection (Souza et al.,
2021).

In the chronic phase of infection, Zaki et al. (2020) suggested a connection
between the consumption of HFD, inflammatory status in the AT, and the
progression and severity of CD. The presence of cardiac inflammatory infiltrate
was higher in the heart, as well as serum levels of TNF-a in mice fed with HFD
and infected with T. cruzi. On the other hand, the ablation of WAT in mice did not
increase in the number of parasites, but there was a redistribution of T. cruzi in

different tissues, with a decrease in parasitic load in the epididymal WAT. The
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cardiac inflammatory infiltrate was higher in these animals compared to infected
wild-type mice. In other words, fat ablation may enhance the inflammatory
response during T. cruzi infection, potentially intensifying cardiac damage and
Chagas cardiomyopathy (Zaki et al., 2020).

According to Lizardo et al. (2019), mice subjected to HFD and infected with
T. cruzi are more susceptible to cardiac alterations in the late chronic phase (160
dpi), both in the left and right ventricular function and tissue damage (increased
inflammation and hypertrophy). Furthermore, HFD exacerbates mitochondrial
stress. The authors suggest that this may contribute to the pathogenesis of
Chagas cardiomyopathy (CCC) (Lizardo et al., 2019).

Altogether, these results suggest that dietary lipid content plays a role in
the progression of CD having an impact on the immune response, inflammation,

and lipid metabolism.

Conclusions

Despite the evidence, little attention has been paid to the clinical
importance and function of AT in the progression of CD. This review supports the
role of AT in the pathogenesis of CD, since it is a complex organ that secretes an
important number of adipokines that are involved in inflammatory processes, in
addition to acting as a reservoir for T. cruzi. The association between the heart
and AT deserves to be better studied since both are altered with T. cruzi infection.
The influence of normal and dysfunctional AT on the severity of CD is not clear

and should be further investigated, especially the role of myocardial fat.
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