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LUCCHETTI, Bruno Fernando Cruz. Treinamento fisico modula a producédo de
o0xido nitrico e de citocinas melhorando a resposta cardiovascular e
resisténcia a infeccdo por Trypanosoma cruzi: treinamento fisico prévio a
infecgé@o por T. Cruzi. 2016. 70 f. Dissertagdo (Mestrado em Patologia Experimental)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

A infeccdo por Trypanosoma cruzi provoca resposta imunoldgica inata iniciada na
fase aguda responsavel pela resisténcia do hospedeiro ao parasito. Observa-se
inflamacdo cardiaca progressiva, fibrose com modificacbes na arquitetura e
funcionalidade do coracdo. Recentes estudos tém mostrado que atividade fisica (AF)
cronica de intensidade moderada pode atuar como um fator de resisténcia contra
infecgdo por T. cruzi em animais. No entanto, os parametros cardiovasculares de
presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC), e niveis de 6xido nitrico
(NO) que acompanham a fase aguda da infeccdo em animais previamente treinados,
nao estdo esclarecidos. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
condicionamento fisico prévio sobre aspectos inflamatérios, bioquimicos e
cardiovasculares da resisténcia a infeccdo por Trypanosoma cruzi. Camundongos
Swiss foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: Controle e sedentéario
(CS), controle e treinado (CT), sedentéario e infectado (Sl), e treinados e infectado
(TI). A atividade fisica foi realizada em esteira por nove semanas. Apds a AF, os
camundongos foram infectados com 5x103 formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa
Y). Observamos bradicardia de repouso e melhor desempenho nos animais
treinados em comparacdo com o0s sedentarios. No 20° dia pos-infec¢do (dpi),
encontramos uma diminuicdo da FC no Sl comparado com animais Tl (699,73 +
42,37 vs 742,11 + 25,35 bpm, p <0,05). Observou-se também aumento da producéo
de NO, no tecido cardiaco no 20° dpi em Sl, e normalizado no grupo Tl (20,73 £ 2,74
vs. 6,51 £ 1,19 mM). Um aumento da concentracdo plasmatica de citocinas pro-
inflamatorias (IL-12, TNF-a, IFN-y,) e MCP-1 foi encontrado no grupo Sl, comparado
com o TIl. Ocorreu um aumento da parasitemia nos dias 15 e 17 pds infeccdo no
grupo Sl, j& no grupo Tl esse aumento foi atenuado. Além disso, animais TI
mostraram aumento da sobrevivéncia em comparacdo com Sl. Nossos resultados
sugerem que a AF prévia, desempenha um papel preventivo na resisténcia a
infeccdo por T. cruzi, modulando a resposta inflamatéria e niveis de NO de
camundongos infectados.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Inflamagédo. Pressdo arterial. Frequéncia
cardiaca.



LUCCHETTI, Bruno Fernando Cruz. Physical training modulates nitric oxide
production and cytokine improving cardiovascular response and resistance to
infection to Trypanosoma cruzi: Exercise Training Previous to Infection with T.
cruzi. 2016. 70 p. Dissertacédo (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

The trypanosoma cruzi infection causes innate immune response initiated in the
acute phase responsible for host resistance to the parasite. it is observed progressive
heart inflammation, fibrosis with changes in the architecture and functionality of the
heart. recent studies have shown that chronic physical activity (PA) of moderate
intensity can act as a resistance factor against t. cruzi infection in animals. However,
the cardiovascular parameters of mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR),
and nitric oxide levels (NO) accompanying the acute phase of infection in animals
previously trained, are not clear. The aim of this study was to evaluate the effects of
previous physical conditioning on inflammatory, cardiovascular and biochemical
aspects of resistance to infection by Trypanosoma cruzi. Swiss mice were
randomized into four groups: control sedentary (CS), control trained (CT), sedentary
infected (SI), and trained infected (TI). Physical activity was performed on a treadmill
for nine weeks. After exercise training mice were infected with 5x103 trypomastigotes
of t. Cruzi (y strain). We observe resting bradycardia and better performance in
trained animals compared to sedentary. On the 20th day post-infection (dpi), we
found a decrease in heart rate in SI compared with Tl animals (699.73 + 42.37 vs
742.11 + 25.35 bpm, p <0.05). There was also an increase in NO production in heart
tissue in 20 dpi in SI, and normalized in the TI group (20.73 = 2.74 vs. 6.51 + 1.19
mm). An increase in the plasma concentration of pro-inflammatory cytokines (il-12,
tnf-a, ifn-y,) and mcp-1 was found in the SI group, compared to TI. An increase in
parasitaemia in 15 and 17 dpi in the Sl group, since the TI group this increase was
attenuated. In addition, Tl animals showed increased survival compared to the SlI.
Our results suggest that previous PA plays a preventive role in resistance to infection
by t. Cruzi, modulating the inflammatory response and NO levels in infected mice.

Keywords: Chagas disease. Inflammation. Arterial pressure. Heart rate.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas (DC) é causada pelo parasito Trypanosoma
cruzi, que foi descoberta pelo médico brasileiro Carlos Chagas (1879-1934) em
1909. Ele descreveu o primeiro caso humano da DC (CHAGAS, 1909), no entanto
sabe-se que esta infeccdo é muito mais antiga, pois foi encontrado DNA de T. cruzi
em mumias colombianas com mais de 9.000 anos (RASSI, RASSI et al., 2012).

A maior incidéncia da DC esta localizada principalmente nas regides
tropicais e subtropicais da América Latina, estendendo-se até as regides do sudeste
dos Estados Unidos da América (DIAS, 2006). E considerada a maior causa de
mortalidade e morbidade por doencas infecciosas na América Latina, onde afeta a
economia desses paises, condi¢cdes sociais e de trabalho dos pacientes acometidos
por esta patologia (MUNOZ-SARAVIA, HABERLAND et al., 2012).

A DC era considerada uma endemia predominantemente rural, de
distribuicdo exclusiva das Américas do Sul e Central, localizada em areas
especificas, muito relacionada ao subdesenvolvimento social e econdmico
(SCHMUNIS, 2007). O processo migratério para areas urbanas durante os ultimos
30 anos do século XX mudou este padrao epidemioldgico, tornando entdo a DC uma
endemia urbana. Nos Ultimos anos problemas econémicos e politicos nos paises
considerados endémicos, estimularam a migracdo e favoreceram a propagacédo da
doenca para os paises desenvolvidos (PIRON, VERGES et al., 2008). Atualmente a
DC é considerada um problema de saude publica mundial, com varios casos
notificados em varios paises ndo endémicos, como Espanha e Estados Unidos
(Figura 1), dentre outros destinos dos imigrantes latinos (RASSI, RASSI et al., 2010).
E estimado que o nimero de pessoas infectadas pelo T. cruzi em todo o mundo seja
de 6 a 7 milhdes(WHO, 2015) e 75 a 90 milhdes de pessoas residam em areas
consideradas endémicas, e se encontram em risco real para infeccdo (COURA e
DIAS, 2009).

A transmissdo para o ser humano e para mais de 140 espécies de
mamiferos domésticos e selvagens ocorre principalmente por grandes insetos
hematofagos do Filo Arthropoda, Subfilo Hexapoda, Ordem Hemiptera, Familia

Reduviidae e Subfamilia Triatominae (GORLA D, 2010). A transmissao também
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pode ocorrer por outros mecanismos hao dependentes do vetor, como em
transfusdes de sangue, transplante de 6rgaos, transmissédo congénita e também em
acidentes de laboratérios (RASSI, RASSI et al., 2010).

Figura 1 — Estimativa de imigrantes infectados pelo Trypanosoma cruzi em paises
néo endémicos.
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Fonte: (RASSI, RASSI et al.; 2010)

Em meados de 1970, paises situados em areas endémicas como
Brasil, Argentina, Chile, Bolivia e México desenvolveram politicas nacionais para
controle da DC, com o objetivo de controlar os vetores e prevencdo na area de
biosseguranca em procedimentos, como transfusbes de sangue e transplantes
(MONCAYO e SILVEIRA, 2009). Essas politicas foram realmente eficazes, sendo
responsaveis pela diminuicdo da incidéncia de 700 mil casos/ano para 40 mil,
diminuindo a mortalidade de mais de 45 mil para 12.500 no ano de 2006(LESCURE,
LE LOUP et al., 2010).

1.2 CicLo DE VIDA DO T. CRUZI

O ciclo de vida do T. cruzi € muito complexo, com diversas formas
de desenvolvimento, tanto nos vetores triatomineos quanto nos hospedeiros
mamiferos (RASSI, RASSI et al., 2000). Durante a alimentacdo do vetor que é

hematéfago, ele pode sugar formas tripomastigotas circulantes do hospedeiro
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infectado. No trato digestivo dos triatomineos, essas formas tripomastigotas irdo se
diferenciar em epimastigotas, que € a forma multiplicativa do protozoario, na porcéo
final do intestino as epimastigotas irdo se diferenciar em tripomastigotas
metaciclicos, que é a forma infectante do protozoario (Figura 2). A transmissao
dessas formas metaciclicas acontece durante a alimentacdo e sédo eliminados na
urina e fezes dos triatomineos. A porta de entrada para as formas infectantes se da
pelo contato das fezes e urina, com a mucosa ou por qualquer lesdo preexistente ou

da picada do inseto(RASSI, RASSI et al., 2012).

Figura 2- Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no inseto vetor e no hospedeiro
humano

A
A

Fonte: BARBOSA (2009)

Nota: (1) O inseto pica e defeca ao mesmo tempo. O tripomastigota metaciclico passa a ferida nas
fezes. (2) Os tripomastigotas invadem células onde se transformam em amastigotas. (3) Os
amastigotas multiplicam-se dentro das células. (4) Os amastigotas transformam-se em
tripomastigotas sanguineos, as células sdo rompidas e os parasitas séo liberados na corrente
sanguinea podendo invadir novas células onde se multiplicam em amastigotas. (5) Os
tripomastigotas sanguineos podem ser sugados por um novo inseto, reiniciando o ciclo do
parasita. (6) No tubo digestivo do inseto os tripomastigotas sanguineos se transformam em
epimastigotas, que se multiplicam (7) e que se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (8).
i = estagio infecioso; d = estagio diagnostico.
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1.3 FASE AGUDA DA DOENCA DE CHAGAS

Apos a infeccgédo, o curso clinico € muito variavel. Na fase aguda ou
inicial, provavelmente o paciente desenvolvera um quadro de febre, adenomegalia,
conjuntivite unilateral (sinal de Romafa), miocardite, e meningoencefalite. A fase
aguda da DC costuma ser fatal em cerca de 10% dos casos, sendo mais grave em
criancas com menos de 3 anos de idade (COURA, 2007). Nesta fase ocorre
presenca de parasitos na circulacdo do hospedeiro. ApGs a fase inicial o individuo
entra na fase cronica ou indeterminada, caracterizada por um periodo de laténcia
cronica assintomatica que pode permanecer por até 15 anos (COURA, 2007). Apos
este tempo, cerca de 27% dos individuos desenvolvem sintomas cardiacos, que
podem levar até a morte subita, 6% desenvolvem lesdes digestivas e 3% podem
desenvolver lesbes no sistema nervoso periférico (CARLIER Y, 2010; NUNES,
DONES et al., 2013).

A fase aguda da infeccdo por DC representa a primeira interacéao
entre o parasita e o hospedeiro, € nela que € iniciada a resposta imunolégica. E
provavel que a interacdo entre 0os eventos imunologicos e o parasita durante a fase
aguda ir4 alterar significativamente o curso da doenca, tanto para uma resposta
protetora ou patogénica na fase cronica (ANDRADE, GOLLOB et al., 2014).

Ja é descrito na literatura que durante a fase aguda, o hospedeiro
apresenta uma forte acdo do sistema imune, que leva ao controle da parasitemia. Os
mecanismos exatos que atuam no controle dos parasitas ndo sao totalmente
esclarecidos. Acredita-se que eles dependem em grande maioria de células do
sistema imune inato e adaptativo (BUSCAGLIA, CAMPO et al., 2006)

1.4 SISTEMA IMUNOLOGICO NA INFECCAO POR T.CRUZI

Na infecgdo experimental por T. cruzi, a resisténcia do hospedeiro é
mediada tanto pela imunidade inata quanto pela adquirida, que necessita de efeitos
combinados das células do sistema imunolégico, como células exterminadoras
naturais (NK), linfcitos citotoxicos (TCD8") e auxiliares (TCD4") (TOSELLO BOARI,
AMEZCUA VESELY et al., 2012). Ha evidéncias de que células Thl estimuladas por
INF-y promovem protecdo contra infeccao por T. cruzi tanto in vitro quanto in vivo
(SANOJA, CARBAJOSA et al., 2013), ativando macrofagos para digerir o parasito
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fagocitado e secretando citocinas inflamatérias (TOSELLO BOARI, AMEZCUA
VESELY et al., 2012). A resposta celular do padrdo Thl e os altos niveis de citocinas
inflamatorias como INF-y e TNF-a também estéo relacionados com a patogénese da
fase cronica da DC, uma vez que a producédo descontrolada destas citocinas no
miocardio leva a destruicdo do tecido cardiaco devido seus efeitos citotoxicos.
(GOMES, BAHIA-OLIVEIRA et al., 2005; FIUZA, FUJIWARA et al., 2009).

A ativacdo da imunidade inata é seguida pela imunidade adaptativa,
por meio da liberacdo de INF-y e IL-12, que atuam na diferenciagdo de linfocitos T
especificos para T. cruzi. Essas células T especificas irdo migrar em respostas a
quimiocinas que sado liberadas localmente e que também participam da resposta
imunoldgica contra o parasita. De modo contrario, a producdo de IL-10 e TGF-
auxilia a replicacao do parasito por inibicdo da atividade tripanocida dos macréfagos.
Outros mecanismos celulares envolvidos na imunidade adaptativa incluem a inducéo
de células Thl Myd88 / IL-12-dependentes, resposta humoral mediada por células B
especificas ao T. cruzi, células T CD8+, e mecanismos mediados por INF-y (BRYAN,
GUYACH et al., 2010; JUNQUEIRA, CAETANO et al., 2010).

Estudos sugerem que a IL-10 presente no tecido cardiaco de
camundongos BALB/c infectados por T. cruzi apresenta um papel anti-inflamatério e
protetor nestes camundongos (SANOJA, CARBAJOSA et al, 2013). E sua
sinalizacdo deficiente se correlaciona com uma maior mortalidade durante infecgéo
experimental por T. cruzi, por uma resposta com predominio de INF-y e TNF-a
(HUNTER, ELLIS-NEYES et al., 1997; HOLSCHER, MOHRS et al., 2000).

Citocinas do tipo TNF-a agem em conjunto com subtipos de IL-17 e
IL-18 com fungdo de melhorar a resposta inflamatoria e a producdo de beta-
defensinas e outros peptideos anti-microbianos (OUYANG, KOLLS et al., 2008). Por
outro lado, TGF-B pode provocar sintese de colageno e fibrose no tecido cardiaco
contribuindo para desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca em fases cronicas e
também esta relacionado com a lesdo tecidual na fase aguda da infec¢do por T.
cruzi (ROCHA RODRIGUES, DOS REIS et al., 2012).

A capacidade de resisténcia frente a infeccdo por T. cruzi esta ainda
relacionada com a capacidade de linfocitos produzirem INF-y (ALMEIDA-LEITE,
SILVA et al., 2014) e TNF-a (Rocha Rodrigues, Dos Reis et al., 2012), uma vez que

estas citocinas estimulam macréfagos a produzirem o6xido nitrico (NO), que € a
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molécula principal no controle da multiplicacdo intracelular de T. cruzi (ALMEIDA-
LEITE, SILVA et al., 2014), e também esta relacionado a danos teciduais no
hospedeiro (CHANDRA, TANOWITZ et al., 2002), morte neuronal, diminuicdo da
densidade de neurites (ALMEIDA-LEITE, GALVAO et al., 2007) e contribui para o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (ROCHA RODRIGUES, DOS REIS et al.,
2012). Neste contexto, altos niveis de NO ja foram associados com a severidade da
cardiomiopatia chagésica crénica (PEREZ-FUENTES, GUEGAN et al., 2003).

1.5 FORMA CARDIACA DA DOENGCA DE CHAGAS

A patogenia da miocardite ocorre pela interacdo da destruicéo
celular causada pelo parasito no tecido cardiaco, com mecanismos imunes
mediados pelo hospedeiro (CUNHA-NETO, DURANTI et al., 1995). A hiperatividade
imune é prejudicial para o hospedeiro devido a uma producdo desequilibrada de
citocinas contra o parasito (GOMES, BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). Alguns estudos
ja mostraram que a presenca do infiltrado inflamatorio no tecido cardiaco parece ser
mais lesiva, que a destruicdo tecidual causada pelo parasito (VIANNA, 1911,
CHAGAS, 1916; MAYER, SCHMIDT et al., 1989).

A resposta imune na miocardite aguda € inicialmente mediada pela
producdo de INF-y por células T ativadas, que promovem a migracdo de células
inflamatoérias para locais de inflamagdo mediada por quimiocinas como CCL3 e
CCL5 (BAFICA, SANTIAGO et al., 2006).

A forma cardiaca se apresenta como uma miocardiopatia dilatada
sendo que a inflamacao crénica, muitas vezes de baixa intensidade, porém continua,
resultara em destruicdo tissular progressiva com fibrose extensa no coracgao.
(KIERSZENBAUM, 2007; MARIN-NETO, CUNHA-NETO et al., 2007; BONNEY E
ENGMAN, 2008; DUTRA e GOLLOB, 2008; TANOWITZ, MACHADO et al., 2009).
Esta € a manifestacdo mais frequente e grave da DC (RASSI, RASSI et al., 2000),
podendo levar ao desenvolvimento de anormalidades no sistema de conducgao
elétrica do coracdo, gerando bradiarritimias e taquiarritimias, aneurismas apicais,
insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo e até morte subita (RASSI, RASSI et al.,
2000; HIDRON, VOGENTHALER et al., 2010; RASSI, RASSI et al.,, 2010). A

insuficiéncia cardiaca de etiologia chagéasica tem uma maior mortalidade quando
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comparada com insuficiéncias cardiacas de outras etiologias (FREITAS, CHIZZOLA
et al., 2005).

Também foi encontrado em estudos tanto experimentais de infeccéo
por T. cruzi quanto em necropsias realizadas em individuos chagasicos, diminuicéo
da populacdo neuronal com um predominio relevante do sistema parassimpatico
cardiaco (KOBERLE, 1968). Tais acometimentos provocam disautonomia cardiaca
que ocorre antes mesmo da fase cronica da doenca, tanto nas formas cardiaca,
digestiva e até mesmo na indeterminada (AMORIM, MANCO et al., 1982; RIBEIRO,
MORAES et al., 2001; MARIN-NETO, CUNHA-NETO et al., 2007).

Alguns estudos mostram que a producéo excessiva de citocinas com
padrdo inflamatério € um mecanismo eficiente de protecdo in vivo contra o parasito,
diminuindo a parasitemia e parasitismo tecidual. Porém, esta resposta exacerbada
oferece efeitos colaterais para o hospedeiro, como a destruicdo de cardiomiocitos
funcionais, inducdo de apoptose e necrose do tecido através da liberacéo
exacerbada de quimiocinas e consequentemente promog¢ao de quimiotaxia de
células inflamatoérias para o tecido infectado (TEIXEIRA, HECHT et al., 2011).

1.6 Oxipo NiTrICO (NO)

O o6xido nitrico constitui uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas(MORRIS e BILLIAR, 1994). O NO é um radical livre, gasoso,
inorganico, incolor, que possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo
um elétron desemparelhado(BECKMAN e KOPPENOL, 1996).

A sintese do NO ocorre pela da oxida¢do de um dos dois nitrogénios
guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reacdo € mediada pela
enzima NO-sintase (NOS) (ELAHI, ASOPA et al., 2007).(Figura 3) Uma variedade de
isoformas de NOS foram descobertas em diferentes tecidos de mamiferos. Estudos
bioquimicos e analise sequencial de aminoacidos mostram que estas isoformas
representam uma familia de proteinas, sendo produtos de trés genes distintos.
Assim, as isoformas da NOS s&o agrupadas em duas classes, a NOS constitutiva (c-
NOS), dependente de ions célcio (Ca++) e de calmodulina, que esta envolvida na
sinalizacao celular, e a NOS induzivel (i-NOS), produzida por macrofagos e outras
células ativadas por citocinas(CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002). A c-NOS e a i-NOS
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diferem-se entre si quanto ao peso molecular, a forma de ativacdo e a capacidade
de sintese de NO(MARLETTA, 1994).

A isoforma c¢c-NOS ¢é conhecida pela producdo de pequenas
quantidades de NO, da ordem de nano ou picomols, e sua ativagdo ocorre pela
interacdo com a calmodulina, que, por sua vez, é controda pelos niveis de Ca++. A i-
NOS nédo € expressa sob condi¢cdes normais, ela é expressa quando estimulada por
citocinas e/ou endotoxinas em uma variedade de células, principalmente as
consideradas inflamatoérias incluindo-se macréfagos, linfocitos T, células endoteliais,
midcitos, hepatdcitos, condridcitos, neutrofilos e plaguetas. Esta isoforma necessita
de algumas horas para ser expressa, mas quando ela € sintetizada, ela é capaz de
liberar grandes quantidades de NO, com capacidade de produgdo muito maior que a
c-NOS, e a producéo pela iINOS continua indefinidamente até que a L-arginina ou 0s
co-fatores necessarios para sua sintese estejam esgotados ou ocorra a morte
celular.(CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002)

Figura 3- Formacao do dxido nitrico a partir o metabolismo da L-Arginina pela
ativacdo da enzima Oxido Nitrico Sintase.
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Fonte: (Zago e Zanesco, 2006)
Esquema ilustrativo da formagdo do o6xido nitrico a partir o metabolismo da Arginina pela ativagéo da
enzima Oxido Nitrico Sintase

Dentro da c-NOS existe duas isoformas diferentes, a eNOS/NOS3
que é expressa na membrana das células endoteliais e apresenta um grande papel
no controle cardiovascular atuando diretamente na resisténcia vascular periférica

com acao vasodilatadora, tendo assim um importante papel no controle da pressao
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arterial(Figura 4)(ZAGO e ZANESCO, 2006) e a isoforma neuronal (hnNOS, NOS-1
ou tipo I) identificada em neurdnios (FORSTERMANN e KLEINERT, 1995), o NO
produzido pela vida da nNOS, expressa preferencialmente no tecido nervoso atua
como um um neurotransmissor multifuncional no SNC, que leva informacdes tanto
anterograda quanto retrogradamente e esta relacionada a modulacéo da liberacao
de neurotransmissores e a plasticidade sinaptica(FEIL e KLEPPISCH, 2008).

A expressdo de iINOS é comum em células inflamatérias nos locais
onde haja a presenca de inflamacédo ativa. A combinagdo de alta concentragdo de
oxido nitrico, associado a outros radicais de oxigénio, podem mediar diretamente a
citotoxicidade celular, sendo assim, o NO, um componente critico da resposta
imune(MOILANEN e VAPAATALO, 1995). Mostrando assim que o NO tem diferentes

funcbes dependendo da via e local pelo qual ele é produzido.

Figura 4 — Esquema ilustrativo da sintese, liberacdo e acdo do NO e o papel da
eNOS na sua producéo.
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Fonte: (Zago e Zanesco, 2006)
Esquema ilustrativo da sintese, liberacdo e agédo do NO e o papel da eNOS
na sua producao.

O NO no miocardio possui varias funcdes, dentre elas seria o papel
inotrépico negativo, regulacéo da pressao arterial, tbnus coronérios, contratilidade do
miocardio e agregacao de plaquetas (SUMERAY, REES et al., 2000).

A resisténcia frente ao T. cruzi € principalmente relacionada com a
capacidade de producéo de INF-y, esta citocina atua controlando a proliferacdo do

parasita nos tecidos e no sangue de uma maneira dependente da NOS2. Entretanto
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o NO parece ndo ser necessario para a resisténcia do hospedeiro frente a cepas de
T. cruzi menos virulentas (CUMMINGS e TARLETON, 2004). Além disso resultados
sugerem que animais deficientes de INOS apresentam mortalidade tardia quando
comparados com animais deficientes para INF-y apds infeccdo pelo T. cruzi
(MICHAILOWSKY, SILVA et al., 2001; CUMMINGS e TARLETON, 2004).

A fase aguda da infeccéo por T. cruzi promove uma alta producao de
citocinas pro-inflamatoérias que leva a inducdo da expressdo da iINOS. O NO
produzido por esta via apresenta efeito tripanocida extremamente eficiente, sendo
fundamental para o controle parasitario do hospedeiro(PANIS, MAZZUCO et al.,
2011), porém a hiperproducdo de NO pela via da INOS gera graves consequéncias
sistémicas, sendo a causa da hipotenséo durante choque séptico (ASSREUY, 2006).
O trabalho de Santiago, Gonzalez Lombana et al. (2012) encontrou uma producao
excessiva de NO durante a fase aguda da infeccdo experimental por T. cruzi em
animais phox KO, associado com uma queda precoce e permanente na pressao
arterial média destes animais, evento similar foi encontrado na infeccdo em animais
selvagens, porém a pressao arterial voltou aos valores iniciais apos 3 dias. Neste
mesmo estudo os animais phox KO tratados com 1400w, inibidor seletivo de iNOS,
apresentaram recuperacdo da hipotensdo gerada pela maior producdo de NO na
infeccdo experimental por T. cruzi. Outro mecanismo capaz de suprimir a produgao
de NO pela via da iINOS seria 0 aumento do NO produzido pela via da eNOS
(ARAUJO, FEREZIN et al., 2012). O mecanismo envolvido na supressdo da
producdo de NO pela via da INOS pelo oxido nitrico da vida da eNOS ainda néo foi
totalmente elucidado, mas parece envolver a transcricdo do fator de transcricdo NF-
kKB, o NO pode suprimir a ativagdao do NF-kB pela inducdo e estabilizacdo do seu
fator inibitério i-kB(PENG, LIBBY et al., 1995). Além disso o NO ja foi encontrado
interferindo diretamente na ligacdo do NF-kB com a regido promotora que codifica a
INOS tanto in vitro(PARK, LIN et al, 1997) quanto in vivo(DELATORRE,
SCHROEDER et al., 1999).

Na infecg&o por T. cruzi ocorre um aumento da expressao de células
INOS positivas no tecido cardiaco e aumento sistémico dos niveis de NO, esses
achados estdo diretamente relacionados com lesbes cardiacas, incluindo
anormalidades de sistema de conducéo elétrico do coracdo(CARVALHO, SILVERIO
et al., 2012).
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A atividade fisica também é uma condicdo conhecida por produzir
NO pela via constitutiva ativando a eNOS, pelo aumento da for¢ca de cisalhamento
do sangue sobre a parede do endotélio. Na musculatura vascular o NO ir4 ativar a
enzima guanilato ciclase solivel que formard o monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc) a partir da quebra do trifosfato de guanosina (AMP). Essa reacéo ira ativar a
bomba de calcio no reticulo sarcoplasmatico da célula muscular vascular, diminuindo
a quantidade de calcio citoplasmatico promovendo entdo relaxamento vascular, e
contribuindo para diminuir a presséo arterial (ZAGO e ZANESCO, 2006).

1.7 RELACAO ENTRE ATIVIDADE FiSICA, SISTEMA IMUNOLOGICO E DOENCA DE CHAGAS

Alto nivel de capacidade aerdbica promovida pelo exercicio fisico,
observado como consumo maximo de oxigénio (VO2max), esta correlacionado com
baixa mortalidade tanto em individuos saudaveis quanto em pacientes com doencas
cardiovasculares (MYERS, PRAKASH et al., 2002).

Exercicios fisicos de baixa intensidade podem provocar diminuicéo
da inflamac&o de baixo grau, presente em doencas cardiovasculares elevando as
respostas de citocinas anti-inflamatoérias (PETERSEN e PEDERSEN, 2005; WALSH,
GLEESON et al., 2011). A resposta classica de citocinas relacionadas com exercicio
de intensidade moderada resulta em aumento da circulacdo do receptor antagonista
de IL-1, aumento da concentracdo de IL-10 e IL-6 no musculo esquelético, enquanto
as citocinas pro inflamatérias IL-1B e TNF-a sdo geralmente reduzidas (WALSH,
GLEESON et al., 2011).

Ja é descrito que as respostas das células Thl sdo suprimidas apés
exercicios de alta intensidade, o que explica a maior susceptibilidade a infeccao
apos exercicios prolongados de alta intensidade (LANCASTER, HALSON et al.,
2004; KOHUT, MARTIN et al., 2005; WALSH, GLEESON et al., 2011). Ao contrario,
em resposta a sequéncia de exercicios de intensidade moderada ocorre aumento
das respostas das células Thl que podem melhorar as respostas imunoldgicas a
agentes infecciosos (KOHUT, BOEHM et al., 2001; KOHUT, THOMPSON et al.,
2004; NAKAMURA, KOBAYASHI et al., 2010).

Recentemente, estudos mostraram que atividade fisica pode atuar
como um fator de resisténcia contra infec¢cdo por T. cruzi em animais (SOARES,
OCCHI et al., 2010; OCCHI, SOARES et al, 2012). Um estudo utilizando
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camundongos Swiss submetidos a um programa de atividade fisica cronica e
moderada, seguido por infeccdo por T. cruzi, mostrou que o treinamento fisico foi
eficaz tanto na diminuicdo da parasitemia como na reduc¢éo do infiltrado inflamatorio
da lamina propria do intestino na fase cronica da infec¢do. Além disso, esse estudo
mostrou que os camundongos treinados apresentaram melhor modulacdo imune
guando comparado com os camundongos do grupo sedentario (MOREIRA, SANTOS
et al., 2013).

Até o presente momento ndo ha estudos comparando efeitos da
atividade fisica, no padrdo de producéo de citocinas inflamatorias e producdo NO e
sua relacdo com os parametros cardiovasculares durante o curso da infeccdo aguda
por T. cruzi. Dessa forma, esse foi o proposito do presente estudo, que se encontra
no anexo desta apresentacao; tendo sido submetido ao periédico: Journal of Applied

Physiology.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Com base nos dados expostos anteriormente, investigamos o efeito
do treinamento fisico prévio, na fase aguda da infec¢cdo chagasica experimental,
avaliando a parasitemia, sobrevida, parametros cardiovasculares, producao de NO e
citocinas, carga parasitaria e infiltrado inflamatorio no tecido cardiaco. Para isso
utiizamos camundongos Swiss, treinados e sedentarios infectados por

Trypanossoma cruzi (Cepa Y).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar a eficacia do programa de treinamento fisico na performance dos
camundongos, no teste de esforco e medicdo dos parametros cardiovasculares ao

final do programa de treinamento fisico.

2.2.2 Avaliar o papel do treinamento fisico no curso da infeccdo aguda por
Trypanosoma cruzi, determinando a parasitemia e sobrevida de animais treinados e

sedentarios.

2.2.3 Avaliar as alteragbes nos parametros cardiovasculares na fase aguda da
infeccao por Trypanosoma cruzi, (dias 7, 14 e 20 pos infeccdo), de animais treinados

e sedentarios.

2.2.4 Investigar o efeito do treinamento fisico prévio sobre a carga parasitaria e
infiltrado inflamat6rio no tecido cardiaco por meio da andlise histopatologica,
determinando o numero de ninhos de amastigotas e contagem total de nucleos

celulares;

2.2.5. Avaliar a producdo de NO plasmético e cardiaco, nos dias 7, 14 e 20 pés
infeccdo por Trypanosoma cruzi, de camundongos treinados e sedentarios,

utilizando a técnica de cadmio-Griess.
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2.2.6 Avaliar o papel da atividade fisica na modulacdo da producédo plasmética de
citocinas inflamatérias (TNF, IL-6, IL-12, IFN, e IL-10), MCP-1 por citometria de fluxo,
de animais treinados e sedentarios, durante a fase aguda da infec¢do por

Trypanosoma cruzi.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos bem como a manutencéo do T. cruzi foram
aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa de Uso de Animais da Universidade
Estadual de Londrina com o protocolo: 28105.2014.72.

Os experimentos foram realizados como estudo randomizado, cego
e controlado. Foram utilizados camundongos Swiss machos de 30 dias de idade,
que foram distribuidos em dois grupos: treinado e sedentario.

Os animais foram alojados em caixas de polipropileno (414x344x168
milimetros) com um fecho de grade galvanizado e uma depresséo central, onde foi
fornecido agua potavel clorada e autoclavada e alimentos a vontade. As caixas
foram forradas com cepilho autoclavado e lavadas 3 vezes por semana. As caixas
permaneceram na sala de condicionamento (temperatura, 21-23 © C) sob um ciclo
claro/escuro 12/12 h de luz. Os animais tiveram acesso a agua potavel clorada e

autoclavada e alimentos a vontade.

3.2 MENSURACAO DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES

Foi realizada uma sessdo previamente ao inicio do protocolo de
atividade fisica, e duas sessdes durante o protocolo de atividade fisica, uma no final
da quinta semana e a outra ao final da nona semana da atividade fisica para
confirmacgdo da eficacia da atividade fisica através da bradicardia de repouso.
Também foi realizada a mensuracdo dos parametros cardiovasculares apos a
infecc@o nos dias 7, 14, 20. Para isso foi utilizado o método de registro de volume de
pressdo, onde os paramétros cardiovasculares como frequéncia cardiaca, pressao
arterial meédia, pressao arterial diastélica e pressao arterial sistOlica € obtida através
do sistema nao invasivo CODA (Kent Scientific, Torrington, CT) pelo volume de
pressdo obtido da cauda do camundongo, para a realizacdo dessas analises é
ncessario que o animal esteja contido dentro de um contensor desenvolvido pela
propria fabricante onde o animal se encontra impedido de realizar qualquer

movimento.
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3.3 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FisIcO

Animais com 30 dias de idade foram submetidos a um programa de
atividade fisica aerdbica em esteira motorizada, por um periodo de 9 semanas. O
exercicio foi realizado em uma sessdo diaria, com frequéncia de 5 vezes por
semana, sendo que na primeira semana, cada sessdo diaria teve duracdo de 10
minutos, com velocidade de 8m/min, com o objetivo de adaptacdo do animal a
esteira (BRUM, DA SILVA et al., 2000).

Apés o periodo de adaptacdo, os animais realizaram um teste de
esforco em esteira sem elevacao. Inicialmente a esteira motorizada foi graduada
com a velocidade foi de 0,8m/min durante os 3 primeiros minutos, e apos cada 3
minutos, foi acrescido da velocidade inicial 5m/min de forma consecutiva, até a
exaustdo dos animais, com 0 objetivo de obter o valor da velocidade maxima
alcancada no teste de esforco. Essa velocidade maxima, foi utilizada como
parametro de adequacéo da velocidade durante o treinamento, onde foram utilizados
30% da velocidade maxima para aquecimento nos 5 primeiros minutos do protocolo
e 5 minutos para desaquecimento nos ultimos 5 minutos da sessdo, e 60% da
velocidade maxima com objetivo de condicionamento fisico do animal(BRUM, Da
SILVA et al., 2000).

Na segunda semana, ja com os dados do teste de esforco, estes
animais foram submetidos a um protocolo de 30 minutos diarios de condicionamento
fisico, com acréscimo de 3 minutos em cada sessdao subsequente, até atingir o
tempo maximo de 50 minutos. Apds o final da quinta semana do protocolo de
atividade fisica, estes animais foram submetidos a um novo teste de esforco para
adequacdo da velocidade, sendo que na primeira sessdo da sexta semana 0s
animais ja partiam com 50 minutos de condicionamento com a velocidade adaptada.
Ao final do protocolo na nona semana, estes animais realizaram novamente o teste
de esforco para avaliar o desempenho e a eficacia do protocolo de atividade
fisica(BRUM, Da SILVA et al., 2000).

A esteira foi adaptada para pequenos animais e possui um sistema
que permitiu o planejamento do treinamento durante a sessdo e controle de
velocidade digital com 2m/min de sensibilidade. O treinamento foi realizado no
Laboratério de Fisiologia e Fisiopatologia Cardiovascular do Departamento de

Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina.



29

Mecanismos de choque ou similares ndo foram utilizados para

induzir os animais a realizar o exercicio.

3.4 INFECCAO

Apods o término do protocolo de atividade fisica, os camundongos
foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: Treinado controle (TC;
submetidos ao programa de atividade fisica porém néo infectados), grupo treinado e
infectado (TI; submetido ao programa de atividade fisica e também a infeccéo por T.
cruzi, grupo sedentério controle (SC; ndo submetido ao programa de treinamento
fisico e também ndo infectado) e o grupo sedentério infectado (Sl; os animais deste
grupo ndo foram submetidos ao programa de atividade fisica, porém foram
infectados).

Para os grupos infectados utilizou-se um indculo intraperitoneal de
5x10° formas de tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi. J& nos grupos ndo infectados
utilizou um inéculo controle de PBS com o mesmo volume administrado nos grupos
infectados. Os grupos Tl e TC foram inoculados no terceiro dia apds o término do

programa de atividade fisica.

3.5 PARASITEMIA E SOBREVIDA

Parasitemia foi avaliada em 5 uL de sangue venoso heparinizado
obtido da cauda do camundongo. Contou-se o numero de parasitas em 50 campos
microscopicos. Este procedimento foi realizado em dias alternados apos o terceiro
dia de infecgdo por T. cruzi. Os dados obtidos foram expressos como numero de
parasitos por mL (BRENER, 1962). E as taxas de sobrevida dos camundongos

infectados foram avaliadas por um periodo de 60 dias.

3.6 OBTENCAO DO PLASMA

No 7°14° e 20° dia apoOs infeccdo, os camundongos foram
anestesiados (100 mg / kg de Ketamina e 10 mg / kg Xilasina) e realizada puncgao
cardiaca, com seringas de 1mL heparinizadas, e 0s animais submetidos a eutanasia.

O sangue obtido foi centrifugado e coletado o plasma. O plasma foi aliquotado e
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mantido a -80°C até o momento da realizacdo da quantificacdo de NO ou de

citocinas.

3.7 QUANTIFICAGAO DE NO

Concentracdo de NO do tecido cardiaco e plasma de camundongos
controles e infectados foi realizada nos dias 7, 14 e 20 ap6s a inoculacdo do PBS ou
do T. cruzi. A concentracdo de NO foi estimada pelo método de medi¢do de nitrito
como ja descrito por NAVARRO-GONZALVEZ, GARCIA-BENAYAS et al. (1998)
com algumas modificacdes. Para dosar o NO no tecido cardiaco, os coracfes foram
triturados em solugéo salina tamponada com fosfato até uma concentracao final de
100 mg/ peso de tecido umido por / mililitro de PBS. Em seguida, centrifugou-se a
10.000rpm durante 2 minutos a 25°C. Apds esse procedimento, a quantificacdo de
NO segue 0s mesmos passos, tanto para plasma ou para tecido cardiaco.

Adicionou-se 70uL de uma solugcdo de NaOH a 55mM (Merck) a
cada amostra. As amostras foram agitadas e centrifugadas a 10.000rpm por 5
minutos a 25°C. Os sobrenadantes finais e recuperados foram diluidos em solugéo
tampao de glicina (45 g/L pH 9,7, Merck), numa proporc¢ao de 5:1.

Granulos de cadmio armazenados em 100mM de solugéo de H,SO,4
(Merck) foram lavado trés vezes em agua destilada estéril e foi adicionado uma
solugcéo de 5 mM CuSO,4 em tampao glicina-NaOH (15 g/L, pH 9.7, Merck) durante 5
minutos e os granulos de cadmio revestidos de cobre foram usados dentro de 10
minutos. O tratamento de cadmio foi utilizado para converter todo o nitrato em nitrito
nas amostras biolégicas, proporcionando assim uma estimativa mais precisa do
namero total de NO nas amostras originais. Nos gréanulos ativados (600-1000 mg,
aproximadamente 1-2 granulos) foi adicionada glicina tamponada, diluida no
sobrenadante e suavemente agitada por 10 minutos. Aliquotas de 200uL foram
transferidas para tubos de microcentrifugas para determinacdo do nitrito. Para cada
tubo foi adicionado o0 mesmo volume de reagente de Griess (reagente |I: 50mg de N-
naftil etilenodiamina em 250 ml de &gua destilada; reagente Il: 5g de &cido
sulfanilico, em 500 mL de HCI 3M, Sigma). Apés incubacdo de 10 minutos a
temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm durante 2 min a
25 °C. Finalmente, 100uL de cada tubo foram adicionados a pocgos em triplicado

sobre uma microplaca de 96 pocos.
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Para realizar curva de calibracdo de nitrito foi preparada uma
diluicho de NaNO, (Merck) em agua destilada estéril para criar concentracfes
variando de 250 até OuM. Apds isso, 100uL de reagente de Griess foram
adicionados em triplicado aos pocos das trés primeiras colunas de cada placa de
microtitulagdo. A absorbancia foi lida a 550 nm utilizando um leitor de microplacas
padrdo (Multiskan EX, LabSystems, Minnesota USA). Os resultados finais foram

expressos em uM de nitrito.

3.8 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apés a coleta de sangue os animais foram submetidos a eutanasia
através de deslocamento cervical, e os coracfes foram imediatamente removidos e
cortados transversalmente em trés partes. Uma delas foi armazenada a -80°C para
dosagem do NO. O tecido restante foi fixado em formalina tamponada 10%.
Amostras de tecido com foram embebida em parafina, apés foi corado com
hematoxilina-eosina e analisados em microscépio de luz. O parasitismo cardiaco foi
avaliado pela contagem do numero de ninhos de amastigotas que foram
visualizados em seis secdes inteiras de coracao por animal, em ampliacdo de 400x
para cada secao de tecido. Os resultados do parasitismo cardiaco foram expressos
como a média do numero de ninhos de amastigotas por seccdo total do tecido
cardiaco (ROGGERO, PEREZ et al., 2006).

O infiltrado inflamatério foi avaliado pelo numero total de células
nucleadas em cinquenta campos microscopicos com um aumento final de 100x, em
quatro cortes ndo consecutivos corados com HE (espessura de 7 um)(Da Matta
Guedes, Gutierrez et al., 2010). As seccbes foram examinadas utilizando um
microscopio a uma ampliacdo final de 100x; as imagens foram analisadas usando o

software ImageJ v1.49 (National Institute of Health, USA).

3.9 QUANTIFICAGAO DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS

Amostras de plasma, macerado de coracdo e baco foram
submetidas ao método de dosagem de citocinas por citometria de fluxo,(Cytometric
Bead Array (CBA)). Foi utilizado o kit de quantificacdo de citocinas “Mouse
Inflammation Kit”, o qual quantifica TNF, IL-6, IL-12, IFN, MCP-1 e IL-10 murino (BD
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Bioscience). O ensaio foi realizado de acordo com as instrucdes do fabricante.
Seguido de andlise pelo software FCAP Array (Softflow, Inc). O limite de deteccdo

para este teste € de 20-5.000pg/mL.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(SEM). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a
significancia foi avaliada por analise de variancia de duas vias (ANOVA two-way),
seguido pelo teste de mudltiplas comparacbes de Tukey e/ou Sidak; foram
consideradas diferengcas significativas resultados com p <0,05. A taxa de
sobrevivéncia foi determinada através do teste de Breslow-Gehan-Wilcoxon. Todas
as analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, SanDiego, CA).
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Abstract
There is evidence suggesting that exercise training (ET) acts as a factor towards

resistance to Trypanosoma cruzi infection. However, the interaction between mean arterial
pressure (MAP), heart rate (HR), and nitric oxide (NO) during the acute phase of infection has
not been elucidated yet. Swiss mice were randomly assigned into four groups (n = 10/group):
sedentary control (SC), trained control (TC), sedentary infected (SI), and trained infected (T1).
ET was performed on the treadmill for nine weeks. These mice were then infected with 5 x
10° trypomastigotes of T. cruzi (Y strain). We observed resting bradycardia and improved
performance in trained animals compared with in sedentary ones. On the 20th day post-
infection (DPI), we found a decrease in HR in SI animals compared to Tl animals (699.73 *
42.37 vs. 742.11 = 25.35 bpm, respectively, P < 0.05). We also observed increased
production of NO in cardiac tissue on the 20th DPI in the SI group, normalized in Tl group
(20.73 £ 2.74 vs. 6.51 + 1.19 uM, respectively). Plasma pro-inflammatory cytokines (IL-12,
TNF-a, IFN-y,) and MCP-1 were increased in Sl animals, but decreased in Tl animals. The
increase in parasitemia on the 15" and 17" DPI in the SI group was attenuated in the TI
group. TI animals also showed increased survival compared to SI animals. Our results suggest
that previous ET plays a preventive role in resistance to T. cruzi infection, modulating
cardiovascular aspects, inflammatory reaction, and NO levels of infected mice, thus
promoting prevention benefits for Chagas disease.

Keywords: Chagas disease; exercise training; nitric oxide; arterial pressure; heart rate
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Introduction

Chagas disease (CD) is a complex parasitic disease caused by infection with the
protozoan parasite Trypanosoma cruzi [1]. CD is endemic to Latin America but is
increasingly found in other parts of the world, including countries previously considered free
of CD such as Japan [2], Australia, and New Zealand [3, 4]. There is an estimate of 6-7
million people currently infected with T. cruzi, and the cost of treatment for CD remains
substantial. In Colombia alone, the annual cost of medical care for all patients with CD was
estimated to be about US $267 million in 2008. Spraying insecticide to control vectors would
cost nearly US $5 million annually [5].

Clinically, T. cruzi infection causes acute myocarditis, followed by chronic
cardiomyopathy and vasculopathy, in humans and experimental models [6]. Most infected
individuals remain asymptomatic for several years. However, approximately 30% of these
individuals progress to the cardiac or digestive forms of the disease, manifesting symptoms
such as arrhythmias, heart insufficiency, megacolon, and megaesophagus [7].

Since the discovery of T. cruzi more than 100 years ago as the etiological agent of CD,
a cure has been pursued. It took 50 years to discover nifurtimox, a specific drug to treat this
neglected disease. However, apart from the discovery and development of benznidazole some
years later, no improvements in chemotherapy have been made regarding safety or
effectiveness, despite a half century of intense research [8]. Patients who undergo etiologic
treatment may present symptoms of constipation and severe intestinal complications [9],
constituting a substantial challenge in the implementation of alternative strategies to improve
the quality of life of these patients.

Moderate physical exercise (MPE) has been shown to contribute significantly to the
preservation of nitrergic [10] and colonic myenteric [11, 12] neurons during T. cruzi infection.

Pre-infection aerobic training induced some improvement towards the immune response to T.
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cruzi infection in mice [13]. MPE also contributes a factor of resistance against the
development of infections in animals [10-12] by stimulating an immune response [13, 14].
Mice infected with T. cruzi develop a cardio/anemic/renal syndrome in the acute phase, and
on the 15th day post infection (DPI), the arterial pressure increases above basal levels in
BALB/c mice [15]. Furthermore, physical exercise is recognized as a hypotensive agent in
both humans and animals, especially when training is carried out at low to moderate intensity.
In this case, it acts as a powerful stimulus for cardiovascular structural remodeling [16-18].

The pro-inflammatory cytokines IL-12, IFN-y, and TNF-o act in concert to activate
macrophages to Kkill parasites such as T. cruzi through the production of nitric oxide (NO) and
nitrogen free radicals [19]. It is now appreciated that pro-inflammatory cytokine production is
a “double-edged sword”: while enhancing intracellular parasite killing it may also contribute
to damage of the host tissue, including the heart, resulting in acute myocarditis and chronic
cardiomyopathy [20, 21]. NO is an important cytotoxic and cytostatic factor in cell-mediated
immunity to intracellular pathogens [22]. Nevertheless, excessive NO production may cause
host injury, including a reduction in myocardial contractibility [23]. However, the
physiological network of disturbances imposed by parasitic infections has not been addressed
thoroughly. The main objective of the present study is to characterize improvements due to
exercise training (ET) prior to the acute phase of T. cruzi infection. We showed that ET prior
to T. cruzi infection plays a preventive role in the resistance against T. cruzi infection by
modulating NO and cytokines production differently from sedentary-infected mice.
Material and Methods
Ethics statement

This study was performed in strict accordance with the recommendations in the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals of the Brazilian National Council of Animal

Experimentation and the Federal Law 11.794 (10/2008). The institutional Scientific
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Commission and the Committee for Animal Ethics of State University of Londrina
(CEUA/UEL.: 28105.2014.72) approved all the procedures used in the present study.
Moderate physical exercise protocol

The treadmill training was performed on a low-speed, motor-driven rodent treadmill
(KT-300 W, Inbramed, Porto Alegre, Brazil). For exercise adaptation, all mice were
conditioned at 8 m/min, 10 min/day, for five days to become familiar with the treadmill
environment. After this period, the treadmill ET was performed according to Ferreira and
collaborators [24] for nine weeks. The room temperature was maintained at 20—22 °C during
the training sessions. This physical exercise protocol is considered to require light or mild
effort. The sedentary animal group remained in their home cage throughout the course of the
experiment.
Animals, parasites, and experimental T. cruzi infection

Four to twenty-week-old Swiss, male mice purchased from the Animal House of the
State University of Londrina, Parana, Brazil, were used in this study. Mice were housed in
standard clear plastic cages and kept at 21°C, with free access to food and water, and a
light/dark cycle of 12:12h. Commercial rodent diet (Nuvilab-CR1, Quimtia-Nuvital,
Colombo, Brazil) and sterilized water were provided ad libitum. The Swiss mice were
randomly assigned into four groups: sedentary control (SC), trained control (TC), sedentary
infected (SI), and trained infected (TI). After the treadmill ET, experimental group mice were
infected with 5 x 10° trypomastigotes forms of Y strain (Type 1) of T. cruzi [25]. Control
group mice received PBS (phosphate-buffered saline, pH 7.2). Parasites were obtained from
the blood of infected mice, washed three times with phosphate-buffered saline by

centrifugation, and inoculated intraperitoneally.
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Parasitemia and survival rates

Parasitemia curve and parasite peak were determined by collecting 5 puL of blood
samples from the tail of the animal, as described by Brenner et al[26]. The blood was
collected daily beginning from the 3rd DPI until no parasites were observed (approximately
30 DPI), characterizing the acute phase of infection. Survival rates of control and
experimental groups of mice were evaluated daily until 60 DPI.
Cardiac parasitism

On 7, 14, and 20 DPI, SI and TI mice were euthanized by cervical dislocation in
accordance with Committee on the Ethics of Animal Experiments at Londrina State
University (CEEA-UEL). For the euthanasia procedure, animals were anesthetized with
ketamine (80 mg/kg body weight) and xylazine (5 mg/kg body weight). The heart of each
mouse was removed, fixed in 10% buffered formalin, and then sectioned. Segments were
paraffin embedded and sections were stained with hematoxylin/eosin (H&E) and analyzed by
light microscopy. The number of parasite nests was counted in fifty microscope fields (400x
magnification) per tissue section. Three sections were evaluated, and the data expressed as the
mean of the three sections.
Quantification of heart-infiltrating cells

The total number of nucleated cells was counted in fifty microscopic fields in at least
four representatives, nonconsecutive, HE-stained sections (7um thickness) from each mouse.
Sections were examined using a Zeiss Integrationsplatte Il eyepiece (Zeiss Co, Oberkochen,
Germany) reticule, using a microscope at a final magnification of 1000X. Images were

analyzed using the software ImageJ v1.49 (National Institute of Health, USA).
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NO guantification

NO concentration in plasma and heart tissue was obtained from SC, TC, Sl, and TI
groups of mice at 7, 14, and 20 DPI. NO was estimated by measuring nitrite, as described
previously [27, 28]. All reagents for the nitrite assay were obtained from Sigma Chemical Co.
Level of plasma cytokines

Interleukin (IL)-6, IL-10, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), interferon-y
(IFN-y), tumor necrosis factor (TNF), and IL-12p70 were determined by cytometric bead
array (BD™ CBA mouse inflammation Kit, San Jose, CA, USA). Briefly, 50-uL plasma
samples were subjected to analysis in duplicate using the cytometric bead array kit on a C5
cytometry. The concentration of plasma cytokines was quantified using FCAP Array™ v.
3.01, SoftFlow ©. The theoretical limits of detection were 5pg/mL for all cytokines.
Non-invasive cardiovascular measurements

The heart rate (HR) and mean arterial blood pressures (MAP) were measured by
CODA Mouse & Rat Tail-Cuff Blood Pressure System (KENT Scientific CO., Connecticut,
USA) in conscious mouse from the SC, TC, Sl and, Tl groups at 7, 14, 20 DPI and the mean
value was calculated for each mouse.
Statistical analysis

The results were expressed as arithmetic mean * standard error of the mean (SEM).
Comparison between groups was carried out via two-way ANOVA followed by Tukey’s
and/or Sidak’s test, when appropriate. Survival rate was determined by Gehan-Breslow-
Wilcoxon test using GraphPad Prism Software version 6.0 (GraphPad Software, San Diego,

CA). Differences were considered statistically significant when P < 0.05.
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Results
Treadmill exercise performance

As shown in Fig. 1, initially (week 0) the exercise performance test showed no
significant difference between sedentary (25.15 + 2.06 m/min) and trained (27.50 + 1.06
m/min) mice. At the end of week 5 and 9, trained animals performed better than animals of
the sedentary group (35.62 + 0.99 vs. 24.09 + 1.42 m/min, P < 0.0001; 36.97 vs. 25.75 + 1.10
m/min, P < 0.0001, respectively). When we analyzed the results obtained in the nine weeks;
no statistical difference was observed in the performance of sedentary mice during this period
(Fig. 1). However, trained mice had an improvement in performance (27.5 = 1.06 m/min to
35.62 £ 0.99 m/min between week 0 and 5), reaching a maximum speed of 36.97 + 0.97
m/min (week 9, P < 0.0001).
Cardiovascular parameters during exercise training

ET induced resting bradycardia was observed in the trained groups compared to their
respective sedentary groups (week 9, Fig. 2A, P < 0.05). No changes were observed in the
mean arterial pressure (MAP) in the trained group when compared to the sedentary group
(Fig. 2B).
Effect of treadmill exercises on course of T. cruzi infection

The parasitemia curve showed a characteristic profile of the Y strain of T. cruzi in the
two infected groups. Thirteen days following inoculation with T. cruzi, parasitemia was
similar between the two groups. The parasite peaks occurred on 15 and 17 DPI and were
lower in the trained group compared to the sedentary group (Fig. 3A, P < 0.05 to 15 and 17
DPI, P < 0.001). There were significant differences in survival between the two groups (Fig.
3B, P< 0.05). It was observed that none of the animals in the sedentary group survives after
22 DPI, with mortality beginning at 17 DPI, while 22% of all mice in the trained group

survive until 60 DPI (Fig. 3B).
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Effects of treadmill exercise on parasitism and inflammatory infiltrate in the heart of
infected mice

As expected, T. cruzi infection increased the cardiac parasitism in heart tissue of mice
(Fig. 4A, B). There was a significant reduction in cardiac parasitism (20 DPI, Fig. 4B, P <
0.05) of trained mice when compared with sedentary mice.

The total number of nuclei per 200 pm? section of heart tissue was determined. T.
cruzi infection increased the number of inflammatory cells in the heart tissue of sedentary
mice at 7 DPI (1393.25 + 32.52 vs. 924.32 £ 50.1, P < 0.05), 14 DPI (1346.92 + 90.80 vs.
854.75 £+ 50.07, P = 0.003), and 20 DPI (1699.14 + 96.86 vs. 797.77 + 29.93, P < 0.001)
(Fig. 5A) when compared with sedentary uninfected mice.

The number of nuclei per section of heart tissue at 7 and 20 DPI was higher in
sedentary-infected mice (1393.25 + 32.55; 1699.14 + 96.87) than in trained-infected mice
(873.99 + 42.43; 1194.01 + 128.75, P < 0.05) (Fig. 5A). It is noteworthy that by microscopic
analysis, the inflammatory infiltrates found in all infected mice was characterized by
mononuclear cells and the scarce presence of polymorphonuclear cells. Furthermore, no
differences were detected in the cellular composition of the myocarditis between the infected
mice at 14 DPI (Fig. 5B).

Effects of treadmill exercise on cardiovascular parameters during infection

In evaluating the cardiovascular parameters post infection, we observed that HR
remained the same in all groups 7 DPI. However, at 14 DPI, the sedentary infected animals
presented bradycardia compared to sedentary uninfected mice (699.42 + 15.93 vs. 782.95 +
22.30 bpm, P < 0.05). At 20 DPI, we observed that the average HR of sedentary infected
mice remained lower compared to that in trained infected mice (699.73 + 42.37 vs. 742.11 +
25.35 bpm, P < 0.05). However, trained-infected mice did not present bradycardia at 14 and

20 DPI, similar to non-infected mice (Fig. 6A).
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We observed no statistical difference in MAP between groups of animals at 7 DPI.
However, at 14 DPI we observed a decrease in MAP in infected animals compared to their
respective control animals (sedentary: 73.92 £ 4.28 vs. 88.85 + 3.60 mmHg, P < 0.05; and
trained: 73.45 £ 3.69 vs. 91.48 + 4.67 mmHg, P < 0.05). The MAP of infected animals was
lower compared to the first evaluation at 7 DPI. At 20 DPI, we did not find a statistical
difference in MAP between groups. However, there was a slight recovery in the most marked
hypotension in the trained and infected animals without presenting statistical difference (Fig.
6B).

Nitric oxide production

Compared to control, the plasma NO levels of acutely (14 to 20 DPI) infected mice
were significantly increased (Fig. 7A, P < 0.0001). No change in plasma NO levels was
observed in trained-infected mice compared to sedentary-infected mice (P > 0.05, Fig. 7A).
However, the NO levels in the heart of sedentary-infected mice were higher than in uninfected
mice (20 DPI, Fig. 7B, P < 0.0001). The NO levels in the heart of trained-infected mice
decreased when compared to sedentary-infected mice (20 DPI, P < 0.0001, Fig. 7B).

Plasma cytokines

A significant increase of pro-inflammatory cytokines (IL-12, TNF-a, IFN-y, and IL-
10) and MCP-1 was observed in the plasma of sedentary-infected mice (P < 0.0001 Fig. 8).
Moreover, IL-6 was not detectable in plasma of mice from control and infected groups (data
not shown). A significant decrease of IL-12 (14DPI), TNF-a (7 and 14DPI), IFN-y (14DPI),
and MCP-1 (14DPI) in plasma was observed in a trained-infected group versus the control
group (P < 0.0001, Fig. 8A-D). However, no difference was observed for IL-10 (Fig. 8E, P >

0.05).
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Discussion

The results of the present study suggest that previous ET plays a preventive role in
resistance against T. cruzi infection by modulating the inflammatory reaction and NO levels
of infected mice. Furthermore, changes in HR and arterial pressure during the acute phase of
T. cruzi infection, correlating with nitric oxide in cardiac tissue and plasma, were observed,
which have not been previously described.

The treadmill exercise protocol used in this study improved the performance of the
trained mice compared with the sedentary, corroborating the results obtained by Hoydal and
collaborators [29]. In fact, moderate physical activity is correlated with positive effects on the
cardiovascular system [30]. It provides several cardiovascular benefits including the
refurbishment of the heart and skeletal muscle [31, 32], and improvements in the autonomic
control of the heart [33]. Furthermore, the appearance of resting bradycardia is a characteristic
marker of ET [33, 34], which was also found in our work at the end of the 9" week of
training. Finally, benefits to the cardiovascular system via central and peripheral mechanisms
are also evident from the action of moderate physical activity [30].

The average blood pressure of trained and sedentary mice remained unchanged
throughout the physical training protocol, corroborating the findings of other authors [35-37].
However, during infection we observed that sedentary mice presented a stable control of
arterial pressure variation as infection progressed, but exhibited dramatic oscillations of HR
after peak parasitemia. The MAP of sedentary- and trained-infected mice dropped from levels
ranging 80-90 mmHg at 7 DPI to 70-80 mmHg at 14 DPI, further decreasing as infection
progressed, while also coinciding with increasing NO levels in the plasma. These results
suggest that NO may be responsible for the arterial pressure alterations during acute T. cruzi
infection, considering its well-known role in vasodilatation [38]. Similar results were found in

another study, where high levels of NO during infection by T. cruzi were correlated with low
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blood pressures. After treatment with an iNOS inhibitor (1400W), the arterial pressure was
normalized. However, HR was not evaluated in this study [39].

An adequate production of pro-inflammatory cytokines such as IFN-y, TNF-a, IL-1,
IL-12, and IL-6 is essential for controlling infection by intracellular parasites. To resolve the
T. cruzi infection, a balance is necessary between the immune response mediated by TH1 and
TH2. In this regard, we observed that trained animals had a significant decrease of pro-
inflammatory cytokines as IL-12, TNF-a, IFN-y. We also detected an increased NO
production in the heart of Tl mice, which suggests a possible involvement of these molecules
in the injury of the myocardial tissue. Interestingly, the ET also decreased NO level in the
heart of infected mice, suggesting a protective mechanism against myocardial injury. The
increased NO levels in the heart of infected mice may be responsible for the decreased HR
observed at 14 and 20 DPI, which was reverted by previous ET. The source of this NO in T.
cruzi-infected mice has been evaluated before, and may be derived from iNOS [28]. We
speculate that ET abrogates the iNOS activation during T. cruzi infection, and may increase
the activity of constitutive NOS, collaborating as an anti-inflammatory agent in the heart.
However, further studies are necessary to investigate this hypothesis.

The diminished production of pro-inflammatory cytokines in the trained group was
associated with higher survival rates, and suggests that both NO and pro-inflammatory
cytokines are involved in the fatal outcome of the sedentary-infected mice. Moreover, we
observed that the ratio of IFN-y to IL-10 was lower in trained mice than in the sedentary-
infected mice (data not shown). Our results suggest that, in trained infected animals, the
protective action of IFN-y could be more effective in the presence of the antagonistic action of
IL-10, reducing the inflammatory infiltration. Inflammatory infiltration was also reduced in
trained-infected animals due to a decreased production of cytokines and chemokines. These

results are consistent with those of Reed and collaborators [40], who observed a lower IL-10
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production in resistant mice compared to the susceptible ones. Furthermore, Abrahamsohn
and collaborators [41] observed a lower number of parasites and higher IFN-y production in
IL-10 knockout (KO) mice than in the wild-type (WT) mice. However, T. cruzi-infected IL-
10 KO mice, although having lower blood and tissue parasitism, did not survive longer, and
often died slightly earlier than either infected WT or RAG KO mice. The trained mice in our
study survive longer than sedentary probably due to IL-10 protection from INF-y deleterious
effects [41].

Overall, we demonstrated that our experimental model promoted beneficial effects in
the heart tissue. Histopathological evaluation showed differences in the inflammatory
infiltrate, which was observed to be lower in the trained group. Similar results on the effects
of physical exercise in chagasic animals were obtained in the enteric nervous system [10-12].
The direct actions of the parasite in the cardiac muscle in the above parameters have not been
previously reported in the literature. Finally, our results suggest that the application of
moderate physical training had positive effects towards the prevention against T. cruzi
infection and minimized the injury caused by the parasite, reminiscent of results to those of
the uninfected control group. Further studies are needed to determine whether such activities
can contribute to functional improvement of the heart muscle in the Chagas disease.

In conclusion, our results show that moderate ET produced a profile of NO and
cytokines different from that of the sedentary infected mice, with a delicate balance between
TH1 and TH2, suitable for overcoming the infection. The positive effects of moderate aerobic
ET can attend as a prophylactic action on inflammation that occurs in the early stages of T.

cruzi infection.
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Figure Legends

Fig.1. Trained mice have significantly higher maximal speed values than sedentary mice.
The experimental groups were composed of 60 trained mice and 60 sedentary mice. ****P <
0.0001 comparing trained group with sedentary group for each week. # P < 0.0001 comparing

in trained group between week 0, 5 and 9.

Fig.2. Exercise training-induces decrease in heart rate (HR) in the trained group
compared to their respective sedentary group. (A) HR, (B) mean arterial pressure (MAP)
at 0, 5, and 9 weeks of treadmill exercise training. No changes were observed in MAP of the
trained group when compared to the sedentary group. The experimental groups were
composed of 27 trained mice and 14 sedentary mice. *P < 0.05 comparing trained with

sedentary at week 9.

Fig.3. Effect of treadmill exercises on the course of T. cruzi infection in mice. Parasitemia
and survival were determined in Swiss mice infected with 5 x 10° blood trypomastigotes T.
cruzi (Y strain) two days after the end of the physical activity protocol. (A) Parasitemia was
quantified as trypomastigotes per milliliter of blood. The data (mean + SEM) are
representative of two independent experiments. ***P < 0.001 comparing trained versus
sedentary mice. (B) Survival rate was determined by Gehan-Breslow-Wilcoxon test. The
experimental groups were composed of five mice per group. *P < 0.05 comparing trained

mice with sedentary mice.

Fig.4. Treadmill exercises control parasite proliferation in the heart. Swiss mice infected

with T. cruzi were sacrificed on 7, 14, and 20 days post-infection (DPI) and tissue parasitism
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in the heart evaluated as described in material and methods. (A) Representative
microphotographs (original magnification X 400) of cardiac tissue of mice at 20 DPI is
shown. (B) Bars represent mean £ SEM of five animals per group. *P < 0.05 comparing

trained and sedentary animals at 20 DPI.

Fig.5. Treadmill exercise decreases T. cruzi-induced heart pathology. (A) Quantification
of nuclei in the heart tissue of uninfected sedentary and trained mice and infected sedentary
and trained mice 7,14, and 20 days post-infection (DPl). (B) Representative
microphotographs (original magnification X 400) of cardiac tissues of mice at 7, 14, and 20
DPI are shown. Data (mean + SEM) are representative of two independent experiments using
five mice per group. *P < 0.05 comparing sedentary-infected mice with trained infected mice.
***P < (0,001 comparing sedentary-infected mice with trained-infected mice. P < 0.05
comparing sedentary infected with sedentary uninfected mice. Days post infection (DPI),

Sedentary control (SC), trained control (TC), sedentary infected (SI), and trained infected

(TI).

Fig.6. Effect of exercise training on cardiovascular parameters after T. cruzi infection.
(A) Heart rate (HR), *P < 0.05 comparing sedentary not-infected with sedentary infected (14
DPI); *P < 0.05 comparing sedentary infected (20 DPI) with sedentary infected (7 DPI) and
*P < 0.05 comparing sedentary infected (20 DPI) with trained infected (20 DPI). (B) Mean
arterial pressure. *P < 0.05 comparing sedentary infected (14 DPI) and trained infected (14

DPI) with sedentary infected (7 DPI) and trained infected (7 DPI); *P < 0.05 comparing
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sedentary infected (14 DPI) and trained infected (14 DPI) with non-infected and age matched
control mice. Days post infection (DPI), ten mice per group.

Fig.7. Treadmill exercise modulates nitric oxide (NO) production. Sedentary and trained
mice infected or not with T. cruzi were bled at 7, 14, and 20 days post-infection (DPI) for NO
measurements. NO was estimated by measuring nitrite levels via the cadmium—copper system
followed by Griess reaction, as described in material and methods. (A) Levels of NO in the
plasma. ****P < 0.0001 comparing infected mice (14 and 20 DPI) with infected (7 DPI) and
non-infected age matched control mice, five mice per group. (B) Levels of NO in the heart. P
< 0.0001 comparing sedentary infected with sedentary uninfected and trained infected mice.
Fig.8. Effect of treadmill exercises on pro-inflammatory cytokines in infected mice. (A)
IL-12, (B) TNF-a, (C) INF-y, (D) MCP-1 and (E) IL-10 plasma levels were quantified using
the BD CBA mouse inflammation kit for a flow cytometer. The data show the mean + SEM
of five mice per group and are representative of two independent experiments. ****p <

0.0001 comparing sedentary infected with trained infected.
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Fig.6. Cardiovascular parameters during exercise training
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Fig.7. Effect of treadmill exercises on course of T. cruzi infection
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Fig.8. Treadmill exercises control parasite proliferation in the heart
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Fig.9. Treadmill exercise decreases T.
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Fig.10. Effect of exercise training on cardiovascular parameters after infection
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Fig.11. Treadmill exercise modulates nitric oxide production
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Fig.12. Effect of treadmill exercises on proinflammatory cytokines in infected mice
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5 CONCLUSAO

Nossos dados confirmam a eficacia do protocolo de atividade fisica
utilizado, foi encontrado uma melhora da performance e bradicardia de repouso nos
animais treinados em relacdo aos sedentarios ao final do protocolo de atividade
fisica.

A atividade fisica de intensidade moderada atuou modulando a
resposta imunoldgica e fisiolpatolégica na fase aguda da infeccdo por T. cruzi em
camundongos. Os animais treinados apresentaram um pico de parasitemia atenuado
pela atividade fisica nos dias 15 e 17 pds infec¢do e maior sobrevida em relacdo aos
animais sedentérios. Foi observado uma melhora dos parametros cardiovasculares,
o treinamento fisico foi capaz de impedir a queda da frequéncia cardiaca
proporcionada pela fase aguda da infeccdo. Em relacéo a presséo arterial média nao
encontramos interferéncias da atividade fisica.

Nossos resultados mostram como a atividade fisica foi capaz de
modular a infeccdo, principalmente no coracdo dos camundongos, onde foi
constatado uma reducdo na producdo de NO, associada com reducdo da carga
parasitaria e menor infiltrado inflamatério.

O treinamento fisico atenuou a producdo plasmatica de citocinas
inflamatorias (TNF, IL-6, IL-12, IFN) e da quimiocina MCP-1, porém néo alterou a
producdo de IL-10 no plasma de animais infectados.

Nossos resultados indicaram que o treinamento fisico prévio em
camundongos gerou um perfil diferente de producdo de NO e citocinas em relagao
aos animais sedentarios, com um equilibrio delicado entre o padrdao Thl e Th2,
responsavel pelo melhor controle da infeccdo. Os efeitos positivos do treinamento
fisico de baixa intensidade podem compor acdes profilaticas para a Doenga de

Chagas.
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