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RESUMO

O Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado capaz de invadir células de
mamiferos e induzir respostas imunes agudas e/ou cronicas associadas a alteragdes
patolégicas em diferentes tecidos e, em particular, responsavel pelo mau
remodelamento cardiaco. Em contrapartida, o treinamento de for¢ca € uma atividade
promotora de adaptagdes neurais e musculares, e, também, atua positivamente no
remodelamento muscular esquelético e cardiaco. Nesse contexto, a esfingomielinase
acida (EMA) é uma enzima responsavel por clivar a esfingomielina na membrana
plasmatica, e atua na regulagdo da resposta inflamatoria e, consequentemente, no
remodelamento muscular. Assim, este estudo avaliou a eficacia do treinamento de
forca e a regulacdo da EMA sobre a resposta inflamatoria em camundongos infectados
com a cepa Colombiana de T. cruzi. Camundongos machos C57BL/6 (n = 76) foram
submetidos ou n&o ao treinamento de forca em escada por 8 semanas e tratados ou
nao com 5 mg/kg de cloridrato de amitriptilina (inibidor funcional da EMA) na fase
cronica da infecgdo experimental. Apos a eutanasia, amostras de sangue, coragéo e
musculo esquelético (gluteo) foram coletadas para avaliagdo da atividade da EMA, da
alteracao histologica e da quantificacédo de TNF, IFN-y, IL-10 e IL-17A. Observou-se
aumento da forgca maxima nos animais treinados (nao infectados e infectados) e maior
tempo de escalada em animais infectados, independentemente do tratamento. No
coragao, o treinamento reduziu a producdo de TNF, IFN-y e IL-17A em animais
infectados, com ou sem amitriptilina. No musculo esquelético, o treinamento e a
inibicdo da EMA reduziram TNF e IFN-y em animais infectados. Nao houve diferengas
para IL-10 em ambos os tecidos. A atividade da EMA foi maior em animais infectados,
sendo ainda aumentada no musculo cardiaco do grupo infectado e treinado e reduzida
no musculo esquelético do grupo tratado com amitriptilina. No musculo esquelético, a
histologia indicou maior infiltrado inflamatério nos grupos infectados, sem aumento do
didmetro das fibras nos grupos treinados. Conclui-se que o treinamento de forga
favoreceu a modulacgao inflamatéria na infecgao crbnica por T. cruzi, enquanto a
atividade da EMA apresentou-se dependente do tecido avaliado.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, exercicio fisico, treinamento de forga,
esfingomielinase acida, resposta inflamatoria.



ABSTRACT

Trypanosoma cruziis a hemoflagellate protozoan capable of invading mammalian cells
and inducing acute and/or chronic immune responses associated with pathological
alterations in different tissues, particularly contributing to adverse cardiac remodeling.
In contrast, resistance training promotes neural and muscular adaptations and
positively influences skeletal and cardiac muscle remodeling. In this context, acid
sphingomyelinase (ASM) is an enzyme responsible for cleaving sphingomyelin in the
plasma membrane and plays a role in the regulation of the inflammatory response and,
consequently, in muscle remodeling. Thus, this study evaluated the effectiveness of
resistance training and ASM regulation on the inflammatory response in mice infected
with the Colombian strain of T. cruzi. Male C57BL/6 mice (n = 76) were submitted or
not to an 8-week ladder-based resistance training protocol and treated or not, during
the chronic phase of experimental infection, with amitriptyline hydrochloride (5 mg/kg),
a functional inhibitor of ASM. After euthanasia, blood samples and heart and skeletal
muscle (gluteus) tissues were collected for assessment of ASM activity, histological
alterations, and quantification of TNF, IFN-y, IL-10, and IL-17A. An increase in maximal
strength was observed in trained animals, both non-infected and infected, and a longer
climbing time was observed in infected animals, regardless of treatment. In the heart,
resistance training reduced TNF, IFN-y, and IL-17A production in infected animals, with
or without amitriptyline treatment. In skeletal muscle, resistance training and ASM
inhibition reduced TNF and IFN-y levels in infected animals. No differences were
observed in IL-10 levels in either tissue. ASM activity was higher in infected animals
and was further increased in the cardiac muscle of the infected and trained group, while
it was reduced in the skeletal muscle of amitriptyline-treated animals. Histological
analysis of skeletal muscle revealed a greater inflammatory infiltrate in infected groups,
with no increase in fiber diameter in trained groups. In conclusion, resistance training
promoted a favorable modulation of the inflammatory response during chronic T. cruzi
infection, while ASM activity exhibited tissue-dependent effects.

Keywords: Trypanosoma cruzi, physical exercise, strength training, acid

sphingomyelinase, inflammatory response.
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1 INTRODUGAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sao reconhecidas como um grave
problema de saude publica. Causadas por uma série de agentes patogénicos, como
virus, bactérias e fungos, suas condigdes de instalacdo e manutencao sao favorecidas
pelo clima e pelo ambiente de areas tropicais, acometendo, em muitos casos,
populagdes que vivem em extrema pobreza (WHO, 2025b). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), as DTNs incluem 21 doengas distintas, dentre elas a
doenca de Chagas (DC), foco do presente estudo (Da Conceigao et al., 2022).

A DC, também conhecida como Tripanossomiase Americana, € uma infecgao
parasitaria causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
descoberta pelo médico sanitarista e pesquisador Dr. Carlos Justiniano Ribeiro das
Chagas no ano de 1909 (Chagas, 1909). O ciclo de vida deste parasito envolve sua
diferenciacdo em diferentes formas evolutivas (Rassi et al., 2010) e pode ser
classificado de acordo com caracteristicas clinicas e epidemiolégicas (Zingales et al.,
2009). A doenca é considerada endémica em 21 paises das Américas e estima-se
que, mundialmente, 7 milhdes de pessoas encontram-se infectadas. Por estar
associada a baixas condigdes socioecondmicas, estima-se ainda que mais de 100
milhdes de individuos estejam sob risco de infecgdo (WHO, 2025).

A principal forma de transmissdo da DC ocorre pela via vetorial, por meio de
triatomineos infectados com T. cruzi, invertebrados popularmente conhecidos como
“barbeiros”, pertencentes a familia Reduviidae e a subfamilia Triatominae (Coura,
2015). No entanto, a transfusdo sanguinea, o transplante de 6rgdos e acidentes
laboratoriais também sao citados como rotas de transmissdo da doenca (Coura;
Borges-Pereira, 2010; Dias, 2015).

A fase aguda da doenga é estabelecida a partir do contato inicial do parasito
com as células do hospedeiro mamifero, desencadeando uma intensa resposta imune
mediada por mondcitos/macréfagos, neutroéfilos, células T e B e células natural killer
(NK), a qual é ativada por glicoproteinas presentes na superficie celular do
protozoario. Sdo exemplos dessas moléculas a gp82, responsavel pela adesao e pela
sinalizagcdo que favorece a internalizagdo do parasito via LAMP-2, e as mucinas
gp35/50, envolvidas na adesado das formas metaciclicas as células do hospedeiro
(Rodrigues et al., 2019; Onofre et al., 2022). O principal impasse relacionado ao

acometimento da doenca induzida por T. cruzi esta associado a fase cronica da
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infeccdo, a qual pode ocasionar complicagées ao hospedeiro mamifero, impactando
sua qualidade de vida ou mesmo levando-o a 6bito (Rassi et al., 2000). Em caso de
falha terapéutica na fase aguda e ndo havendo o6bito, a persisténcia do parasito nos
tecidos pode conduzir o individuo a uma forma clinica denominada assintomatica ou
indeterminada. Tal condicdo € caracterizada pela presengca de infeccdo sem
manifestacdo clinica aparente, tanto cardiaca quanto gastrointestinal, e pelo
predominio de uma resposta imune com padrao regulatério, mediada por fatores de
transcrigdo como FOXP3 e IL-10 (Talvani; Teixeira, 2011).

Diante das complicagdes decorrentes da progressao da infecgao, estratégias
concomitantes ao tratamento farmacolégico da DC vém sendo investigadas com o
objetivo de minimizar os danos associados ao curso da enfermidade e proporcionar a
melhoria da qualidade de vida dos portadores da doenca.

Nesse contexto de busca de potenciais estratégias complementares a terapia
quimica da DC, a pratica regular de exercicio fisico surge como uma estratégia
relevante. Esta pratica € amplamente reconhecida por seus efeitos benéficos na
manutencdo da saude e da qualidade de vida de pessoas saudaveis e com outras
comorbidades e, nos ultimos anos, tem sido investigada em associagao a infecgao por
T. cruzi tanto em modelo animal quanto em seres humanos (Lucchetti et al., 2017;
Alves et al., 2019; Rodrigues-Junior et al., 2020).

Dentre os diferentes tipos de exercicio, destaca-se o exercicio de forca,
considerado essencial em programas de treinamento fisico, seja com o objetivo de
promoc¢ao da saude e do bem-estar, fins estéticos ou aprimoramento do desempenho
esportivo (Bloomer et al., 2006; Cardoso et al., 2012). O treinamento de forga, também
denominado treinamento resistido, € classificado como predominantemente
anaerobico quando avaliado de acordo com sua via energética. Esse tipo de exercicio
€ caracterizado por agdes de alta intensidade e curta duragdo, nas quais o
fornecimento de energia ocorre predominantemente por meio das moléculas de
adenosina trifosfato (ATP) ou da oxidagao da glicose pela via glicolitica (McArdle;
Katch; Katch et al., 2024).

Devido aos beneficios oriundos das adaptacdes ao treinamento fisico, como
melhorias no sistema cardiovascular (Lavie et al., 2015) e aumento da forga e da
poténcia muscular (Blocquiaux et al., 2020; Pinto et al., 2022), bem como aos efeitos

capazes de mitigar agdes deletérias em sitios inflamatdrios, a associagao do exercicio
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fisico tem se tornado relevante no campo de investigagao envolvendo a infecgao por
T. cruzi e a DC (Lucchetti et al., 2017; Novaes et al., 2017; Alves et al., 2019). No
entanto, a maioria dos estudos utiliza protocolos voltados ao treinamento aerdbico, os
quais apresentam resultados promissores, sendo que apenas um estudo relatou a
aplicacao do treinamento de forga em individuos com cardiomiopatia chagasica
cronica (Rodrigues-Junior et al., 2020).

Acredita-se que a predominancia de protocolos de exercicio aerébico esteja
relacionada ao fato de esse padrao de atividade ser tradicionalmente indicado para a
reabilitacdo cardiaca. Além disso, embora o exercicio de forga atue positivamente em
diversos quadros clinicos, sua aplicacdo inadequada poderia gerar efeitos
desfavoraveis na estrutura cardiaca, levando a desequilibrios hemodinamicos (Price
et al.,, 2016). Contudo, evidéncias recentes tém demonstrado a segurancga e a eficacia
do treinamento de forca em doengas associadas a disturbios cardiacos (Khadanga et
al., 2019; Fisher et al., 2022), validando sua inser¢do em programas de reabilitagcao
cardiovascular.

Nesse contexto, embora os beneficios do treinamento de forga estejam bem
estabelecidos, torna-se relevante elucidar os mecanismos celulares e moleculares
subjacentes a sua agao imunomoduladora, especialmente em infeccbes crbénicas
caracterizadas por inflamacéao persistente, como a DC. Nesse cenario, destaca-se a
esfingomielinase acida (EMA), uma enzima capaz de integrar estimulos metabdlicos
e inflamatdrios, influenciando tanto a ativagdo quanto a regulagao da resposta imune
em diferentes tecidos (Bai; Guo, 2017).

A EMA é responsavel pela degradacdo da esfingomielina em ceramida e
fosforilcolina no metabolismo dos esfingolipidios, sendo classificada dessa forma em
funcdo de seu pH étimo de atividade (4,5-5,0) (Henry et al., 2013). Sua agao esta
associada a modificagdo da estrutura lipidica da membrana e ao acumulo de
ceramida, resultando em alteragbes nas propriedades da membrana celular e
influenciando diretamente os processos de transdugéo de sinais (Lee et al., 2014;
Chung et al., 2016). Sua atividade encontra-se elevada em condigbes de carater
inflamatério (Pandolfi et al., 2017; Chen et al., 2022; Kornhuber et al., 2022), e os
subprodutos de sua agao desempenham papel central na definicdo da fungao celular,
sendo capazes de direcionar a resposta imune para perfis Th1 ou Th17, além de

induzir apoptose e alteragbes conformacionais nas células presentes no sitio
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inflamatadrio (Bai; Guo, 2017).

Na infeccdo por T. cruzi, ha indicios de que a ativagcdo da EMA nao apenas
contribua para a invasao intracelular do parasito, mas também regule diferentes
fungdes associadas as ceélulas imunes e a outros tecidos (Fernandes et al., 2011; Hua
et al., 2021). Considerando que essa enzima apresenta acao paracrina e/ou autécrina
nas células de mamiferos, estimulos como a presencga de moléculas antigénicas (LPS
e GPi-mucina de T. cruzi), o baixo pH, o estado de hipdxia ou a presenca de padrdes
imunes especificos podem favorecer sua atuagéo sobre a esfingomielina (Fernandes
etal., 2011).

Diante das evidéncias disponiveis na literatura cientifica, a inibigao funcional da
EMA ou mesmo a deplecdo total de seu gene despontam como estratégias
potencialmente benéficas em contextos inflamatérios (Niziolek et al., 2020; Roux-
Biejat et al., 2021; Yusuf et al., 2022). Considerando o papel central dessa enzima na
regulacédo da resposta imune, na organizagao da membrana celular e na sinalizagao
inflamatadria, torna-se pertinente investigar sua atuagao no contexto da infec¢ao por T.
cruzi. Associada a isso, ha escassez de estudos que explorem os mecanismos
moleculares subjacentes aos efeitos imunomoduladores do treinamento de forga
neste contexto, reforcando a necessidade de investigagdes que integrem essas

abordagens.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infecgéo por T. cruzi: caracteristicas gerais

2.1.1 Biologia e ciclo de vida do parasito

Caracterizado por um ciclo de vida complexo, o parasito T. cruzi realiza
multiplicagdo extracelular no hospedeiro invertebrado e, em hospedeiros vertebrados
mamiferos, sua replicagcdo € intracelular obrigatéria, articulando processos e
mecanismos imunobioquimicos para efetivar sua invasdo e evasado destas células
(Bonfim-Melo et al., 2018). As espécies de triatomineos que historicamente tém maior
importancia epidemioldgica na transmisséo vetorial de T. cruzi ao homem incluem
Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata. A espécie T. infestans é
considerada o principal vetor em regides endémicas na América do Sul (Bender et al.,

2020). Rhodnius prolixus predomina em partes do norte da América do Sul e em areas
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da América Central e Triatoma dimidiata ocorre amplamente desde o México até a
América Central e em algumas regides do norte da América do Sul (Ceccarelli et al.,
2022; Cantillo-Barraza et al., 2021). Essas espécies, ao realizarem o repasto
sanguineo em seres humanos ou em animais silvestres e/ou domiciliados, podem
eliminar urina e/ou fezes contendo as formas infectantes do parasito, denominadas
formas tripomastigotas metaciclicas. A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre
quando essas formas entram em contato com a pele lesionada, micro lesdes
decorrentes da picada ou pelo contato direto com mucosas (Rassi et al., 2010; Bern,
2015) (Figura 1).

As formas tripomastigotas metaciclicas possuem corpo celular alongado e
fusiforme, com membrana ondulante proeminente. Diferentemente da forma
amastigota, das formas tripomastigotas néo s&o capazes de promover replicagdo no
hospedeiro vertebrado (Barrias; Zuma; De Souza et al., 2022). As formas amastigotas
ocorrem, por sua vez, dentro das ceélulas dos hospedeiros vertebrados e possuem
formato arredondado, além de representarem o estagio intracelular replicativo do
parasito (Tyler; Engman, 2001). Tais formas sdo encontradas predominantemente em
células musculares cardiacas, esqueléticas e lisas, além de macréfagos e outras
células circulantes (Nagajyothi et al., 2012). Por fim, as formas epimastigotas
representam o estagio replicativo no intestino do vetor triatomineo, e precedem as
tripomastigotas metaciclicas, que, ao acessarem as células do hospedeiro mamifero,

se diferenciam em formas tripomastigotas sanguineas (Tyler; Engman, 2001).
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Figura 1 - Ciclo de vida do parasito T. cruzi
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Figura ilustrativa do ciclo de vida do T. cruzi em diferentes estagios. Fonte: adaptada do site Centers
for Disease Control and Prevention (CDC).

Durante a fase aguda da DC, a maioria dos individuos infectados por T. cruzi
nao apresenta sintomas ou apresenta sintomas leves como febre e mal-estar. Porém,
na transmissao vetorial, cerca de 10 a 30% dos individuos manifestam sintomas
inespecificos como o sinal clinico de Romafa, que ocorre devido a transferéncia de
formas tripomastigotas oriundas das fezes contaminadas do vetor no saco conjuntival
(Bern, 2015). Em uma minoria, pode haver manifestagdes graves como miocardite ou
encefalite, podendo levar a desfechos fatais, especialmente em criangas. (WHO,
2025).

Ja na fase crbnica, a DC pode persistir por décadas ou até mesmo por toda a
vida sem que nenhum sintoma clinico se manifeste, e neste caso a doenga é
caracterizada pela soropositividade para o parasito (Teixeira et al., 2006; Bern, 2015).
Apesar disso, cerca de 30% dos individuos assintomaticos podem evoluir e
desenvolver disfungbes organicas levando a insuficiéncia cardiaca e/ou disturbios
gastrointestinais e até mesmo culminar em ébito (Martinez et al., 2019). Nessa nova

etapa clinica sintomatica da DC, a cardiomiopatia chagasica é a forma mais grave e
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geradora de atengdo médica pela presenca de distintas alteragdes clinicas como
arritmias, insuficiéncia cardiaca, desequilibrio no sistema autonémico e de condugéao
e morte subita (Marin-Neto et al., 2007; Rassi et al., 2000).

Para infectar a célula, o T. cruzi se adere a membrana celular e ativa cascatas
de sinalizagado que ocasionam o recrutamento e fusdo de lisossomos para formar o
vacuolo parasitéforo (Andrade; Andrews, 2005). A resposta intracelular pode ser
iniciada por dois tipos de estimulos: um bioquimico, quando moléculas do parasito se
ligam a receptores na superficie da célula hospedeira, e outro mecénico, provocado
por pequenas lesdes na membrana plasmatica geradas pelo movimento de formas
tripomastigotas (Fernandes et al., 2011). Tanto o estimulo bioquimico, quanto o
mecanico, resultam no aumento do Ca?" no citoplasma. No primeiro caso, esse
aumento ocorre pela liberacdo de Ca?** interno a célula. J& o estimulo mecéanico
permite a entrada de Ca?* do meio externo para dentro da célula. Como consequéncia,
0 parasito € introduzido para dentro da célula devido a um processo de endocitose
compensatodria a exocitose dos lisossomos (Andrade; Andrews, 2005; Tam et al.,
2010). A saida dos tripomastigotas da célula atingida acaba sendo dificultada pelo
processo de formagao do vacuolo parasitéforo, pois os lisossomos continuam a se
fundir até que toda sua estrutura esteja coberta por membrana lisossomal (Andrade;
Andrews, 2004).

Logo apéds, tripomastigotas metaciclicas vao até o citoplasma onde se
diferenciam em formas amastigotas, que, por sua vez, se replicam até se
diferenciarem novamente em formas tripomastigotas para serem induzidas ao
ambiente extracelular sanguineo. Assim, o ciclo de vida do parasito se completa
quando as formas tripomastigotas s&o ingeridas pelo vetor, por meio do repasto
sanguineo em hospedeiros mamiferos, onde novamente se diferenciam em formas

epimastigotas.

2.1.2 Imunopatologia da doenca de Chagas

E essencial compreender a imunopatologia da infeccdo por T. cruzi, uma vez
que a progressao da doenga ira depender de fatores como a viruléncia parasitaria, a
qualidade e a intensidade da resposta imune do hospedeiro e de outros fatores
genéticos e epigenéticos inerentes ao parasito e ao hospedeiro. Sabe-se que,

enquanto a resposta imune € necessaria para controlar os niveis parasitarios, ela
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também pode contribuir de maneira significativa para a destruigdo persistente do
tecido hospedeiro e desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica crbénica (CCC)
(Macaluso et al., 2023). No entanto, quais fatores estariam majoritariamente

envolvidos no desencadeamento das manifestagdes mais graves da DC?

A primeira linha de defesa diante a presenca do parasito acontece quando
macrofagos, neutréfilos e células dendriticas reconhecem moléculas de superficie de
T. cruzi via receptores de reconhecimento Toll e/ou NOD, ativando a cascata
inflamatdria e ocasionando, sobretudo, uma resposta inflamatéria do tipo Th1. Essa
ativagao resulta na producédo de mediadores inflamatérios como TNF, IFN-y, IL-6, IL-
12, CCL2, CCL3, CCL5, nitrito/6xido nitrico, dentre outros (Talvani; Teixeira, 2011;
Queiroga et al., 2021), capazes de potencializar a resposta anti-parasitaria e de
destruicao celular no hospedeiro. Tais interagdes sio iniciadas desde as etapas inicias
da imunidade inata até fases mais avancadas (Rezende-Oliveira; Sarmento;
Rodrigues, 2012; Acevedo; Girard; Gomez, 2018).

Antigenos de T. cruzi estimulam a secre¢do de citocinas por macrofagos,
incluindo TNF, IL-12, e IL-10 (Abrahamsohn; Coffman, 1996; Lopez; Tanowitz; Garg,
2018). Além disso, células NK e linfécitos T efetores produzem IFN-y, que, em
conjunto com o TNF, induzem a ativagao classica dos macréfagos, resultando na
geracao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, com agado microbicida
(Mufoz-Fernandez; Fernandez; Fresno, 1992). As glicoproteinas de T. cruzi também
participam da ativagao via TLR2 e TLR4, aumentando a produgao de IL-12, TNF e NO
(Abel et al., 2014). Paralelamente, células dendriticas respondem aos padrbes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a
danos (DAMPSs) sintetizando citocinas e moléculas estimuladoras necessarias para a

ativacao de células T.

Células dendriticas e macrofagos se apresentam como as principais células
apresentadoras de antigenos e exercem papel central na indugcdo de imunidade ou
tolerancia durante a infecgao por T. cruzi (Cardillo et al., 2007; Poncini et al., 2008). O
padrao de citocinas produzidas por essas células varia conforme a cepa do parasito
(da Costa et al., 2014). Fatores secretados por T. cruzi podem modular negativamente
a funcao das células dendriticas, inibindo especialmente a produgdo de mediadores
pré-inflamatérios e favorecendo respostas de tolerancia (Poncini et al., 2008). As

células NK também sdo essenciais na imunidade inata, atuando por meio da liberacéo
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de IFN-y e TNF, que ativam macréfagos nas fases iniciais da infecgao (Une et al.,
2000). Durante a fase aguda, observa-se aumento de NK ativadas, especialmente
CD16:/CD56-. Além disso, essas células podem eliminar parasitos extracelulares por
contato direto, reduzindo a motilidade do patégeno e induzindo danos de membrana
por meio da exocitose de granulos citotoxicos, processo estimulado pela IL-12
(Acevedo; Girard; Gomez, 2018).

A ativagdo da imunidade adaptativa leva ao aumento de linfécitos B circulantes,
responsaveis pela producdo de anticorpos essenciais para a resposta humoral. A
importancia dessa resposta € evidenciada por estudos que mostram que
camundongos incapazes de produzir anticorpos nao controlam o crescimento do T.
cruzi e evoluem para 6bito ainda na fase aguda (Kumar; Tarleton, 1998). Embora os
linfécitos B iniciem uma resposta eficaz nos estagios iniciais da infec¢ao (Cardillo et
al., 2007; Sullivan et al., 2015), os anticorpos dirigidos principalmente contra antigenos
de superficie podem nao eliminar completamente o parasito, permitindo sua
persisténcia no hospedeiro (Buss et al., 2020). As citocinas exercem papel central na
coordenacgao das respostas humoral e celular ao T. cruzi. Além disso, células B
também secretam citocinas, como IL-17 e IL-10, e atuam como apresentadoras de
antigeno, estabelecendo uma ponte entre a imunidade inata e a adaptativa (Acevedo;
Girard; Gomez, 2018).

As células B também participam da ativagao de respostas Th1, fundamentais
para o controle do parasito (Cardillo et al., 2007). A auséncia de células B maduras
resulta em reducao da producéao de citocinas proé-inflamatérias, como IFN-y e IL-12,
em sobrenadantes esplénicos (Cardillo et al., 2007), comprometendo a diferenciacao
de células T CD8* efetoras e a formacdo de um perfil Th1 funcional. Apds o
reconhecimento do antigeno apresentado por células apresentadoras de antigeno por
meio do receptor de linfocitos T, os linfocitos T naive sao ativados, passam por
expansao clonal e se diferenciam em subpopulagdes com fungdes distintas (Acevedo;
Girard; Gémez, 2018). Esse processo gera células T efetoras e células de memoria

capazes de persisténcia prolongada.

A IL-12, produzida por células dendriticas e NK, promove a polarizagao de
células T CD4* e CD8* em diregao a produgao de IFN-y, o que ativa mecanismos
citotoxicos de células T CD8" e potencializa os efeitos microbicidas de macréfagos

(Vellozo et al., 2023). Linfocitos T CD4* também estimulam a proliferagdo de células
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B e a producéao de anticorpos envolvidos na lise de formas tripomastigotas. Durante a
fase aguda, células T migram para os tecidos infectados, onde o IFN-y induz a
producdo de quimiocinas. Assim, o equilibrio entre citocinas inflamatérias e anti-
inflamatorias parece ser essencial para limitar danos teciduais e manter a carga

parasitaria sob controle (Andrade; Gollob; Dutra, 2014).

O desequilibrio entre citocinas pré e anti-inflamatdrias constitui o mecanismo
central da imunopatologia chagasica. As citocinas desempenham papel central na
regulagédo imunoldgica durante a fase cronica da DC (Figura 2). Neste contexto, ha
persisténcia de inflamagdo de baixo-grau caracterizada por ativagdo continua de
Th1/Th17, predominancia de macréfagos e linfécitos nos tecidos cardiaco e
esquelético, e producdo amplificada de TNF (Cai et al., 2016). Essa inflamagéao
cronica ativa metaloproteases de matriz (MMP-2, MMP-9) que degradam o colageno

e promovem remodelamento tecidual desfavoravel (Medeiros et al., 2019).

Figura 2 - Esquema ilustrativo da expressao de citocinas nas formas clinicas indeterminada e
cardiaca da DC
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Perfil de expressdo de citocinas nas formas clinicas indeterminada e cardiaca da DC. Na forma
indeterminada, ha predominancia de um padrdo mais regulatério, caracterizado pelo aumento de
citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e IL-17. Em contraste, na forma cardiaca observa-se elevagao
de citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y e TNF, contribuindo para a manutengdo de um ambiente
inflamatério. Além disso, citocinas como IL-7 e IL-15 tém sido relacionadas ao fenétipo clinico cardiaco.
Fonte: figura adaptada de KOH et al., 2023.

2.1.3 Terapéuticas atuais e lacunas
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Apos mais de um século de descoberta da DC, ainda nao ha terapias seguras,
eficazes e eficientes para o tratamento desta parasitose. O tratamento etiolégico para
a doenga é fundamentado no uso de farmacos como o Nifurtimox (Nfx) e o
Benzonidazol (Bz) (Dias; Coura, 1997; Urbina; Docampo, 2003), sendo este ultimo
mantido como tratamento de primeira linha pelo Ministério da Saude no Brasil, por
meio do Protocolo Brasileiro de Tratamento e Diretrizes Terapéuticas para DC (Brasil,
2022). Ambos atuam gerando espécies reativas de oxigénio que danificam o DNA e
proteinas do parasito intracelular (Santos; Falcdo, 2020). Contudo, o Bz esta
associado a um periodo de medicagao prolongado e gera elevada toxicidade, o que
ocasiona abandono da intervengao e, consequentemente, falha no éxito terapéutico

(Aldasoro et al., 2018), além da resisténcia genética do protozoario (Lima et al., 2023).

O tratamento antiparasitario € recomendado para todos os pacientes que estdo
na fase aguda da infecgcéo, contudo, ao considerar a fase cronica ou indeterminada
da doenca, as evidéncias ainda sado inconsistentes. Os critérios clinicos, considerando
a fase cronica da doenca, avaliam sua evolugdo, bem como a progressao entre os
diferentes estagios da cardiomiopatia. Nesse sentido, pressupde-se que o tratamento
especifico seja capaz de modificar o curso da enfermidade, ao prevenir ou postergar
o surgimento de manifestacbes clinicas definidas em individuos na forma
indeterminada, ou ainda ao interromper ou atenuar a progressao da cardiomiopatia

em fases mais avangadas (Hasslocher-Moreno, 2025).

O estudo BENEFIT, considerado uma extensa investigagdo sobre a terapia
anti-T. cruzi e seus efeitos na cardiomiopatia chagasica (Morillo et al., 2015) teve como
objetivo principal avaliar se o Bz poderia melhorar o desfecho clinico em portadores
de DC com acometimento cardiaco. Embora o tratamento tenha reduzido a detecg¢ao
de T. cruzipor PCR, ndo houve impacto significativo nos desfechos clinicos apds cinco
anos. Em contraste, Viotti et al., (2006) realizaram um estudo ndo randomizado que
demonstrou resultados favoraveis do Bz em individuos sem insuficiéncia cardiaca,
caracterizados pela auséncia de progressdo da doenga. Ademais, € importante
ressaltar que ainda ha debates quanto as razbes dessa limitacdo terapéutica,
considerando-se tanto a variabilidade entre cepas de T. cruzi quanto o estagio clinico
avancado dos individuos incluidos, muitos ja com sinais de insuficiéncia cardiaca.
Sugere-se que a resposta ao tratamento possa variar conforme a diversidade genética

do parasito presente em distintas regides geograficas (Zingales et al., 2014).
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O T. cruzi pode ser classificado de acordo com suas caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas em seis DTUs (Discrete Typing Unit): Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI
(Zingales et al., 2009). Essa classificagcao evidencia a ampla diversidade genética do
parasito e tem sido aplicada como ferramenta para compreender variagdes na
distribuicdo geografica, nos ciclos de transmissdo e em caracteristicas bioldgicas
relevantes para a patogénese da DC (Breniere; Waleckx; Barnabé, 2016). Entre as
cepas amplamente utilizadas em modelos experimentais, destaca-se a cepa
Colombiana, associada a um fendtipo de viruléncia caracteristico e frequentemente
relacionada a inflamacao persistente em tecidos-alvo (Horta et al., 2018; Louise et al.,
2022).

De forma geral, a literatura aponta que a cepa Colombiana pertence a DTU Tcl
e apresenta tropismo marcante no tecido cardiaco, com maior relevancia patogénica
na fase cronica (Perez-Ramirez et al., 1999; Poveda et al., 2014). Em contraste, a
cepa Y, amplamente empregada em estudos experimentais no Brasil e classificada
como Tcll, é descrita como mais virulenta na fase aguda, induzindo parasitemia mais
precoce e frequentemente associada a maior ativacdo imune sistémica, quando
comparada a cepa Colombiana (Rassi et al., 2009; Poveda et al., 2014). Assim,
embora a classificagdo em DTUs represente um marco para organizar a diversidade
do T. cruzi, evidéncias experimentais indicam que caracteristicas especificas de
cepas, como tropismo tecidual, dindmica de parasitemia e perfil inflamatério induzido
no hospedeiro, podem contribuir para diferengas relevantes na progressao e na
gravidade da DC, o que reforca a importancia de considerar a heterogeneidade

parasitaria na interpretacdo de achados clinicos e experimentais.
2.2 O exercicio de forca

2.2.1 Bases fisiologicas do treinamento de forga

A capacidade motora forgca pode se manifestar de duas maneiras principais: a
forca rapida e a resisténcia de forca. A forca rapida refere-se a aptidao do sistema
neuromuscular em gerar o maior impulso possivel em um curto intervalo de tempo,
enquanto a resisténcia de forca diz respeito a habilidade de sustentar sucessivos
impulsos sob condicbes anaerébias e de fadiga. A forga rapida, por sua vez, é

composta por dois elementos: a forca maxima, caracterizada pela maior forga
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alcangada durante uma contragcdo voluntaria maxima, e a forgca explosiva, definida
pela taxa de produgao de for¢ca ao longo do tempo (Samulski; Menzel; Prado et al.,
2013; Maffiuletti et al., 2016.).

O exercicio de forga pode ser categorizado tanto pela via energética
predominante quanto pelo tipo de agdo muscular envolvida. No que se refere ao
metabolismo energético, ha predominancia dos sistemas anaerobios, especialmente
o sistema ATP-CP e o sistema glicolitico, em razdo das elevadas intensidades e da
curta duragao caracteristicas desse tipo de exercicio (Gastin, 2001; Spencer; Gastin,
2001; Sahlin, 2014).

Além das caracteristicas energéticas, o exercicio de forca também pode ser
compreendido a partir de sua natureza mecanica, sendo caracterizado por contragcoes
musculares perante uma carga externa, de forma controlada, e reconhecido por
induzir adaptagcdes no sistema neuromuscular e no tecido muscular esquelético
(Schoenfeld, 2010). Essas adaptacdes ndo apenas melhoram a forga e 0 desempenho
funcional do individuo, mas também contribuem para a manutengdo da massa
muscular em contextos de envelhecimento (Grgic et al., 2020; Nunes et al., 2023),
recuperacao de lesdes ou modulagdes metabdlicas em doencas crénicas (Han et al.,
2025; Kobayashi et al., 2023). Dessa forma, o treinamento de forga atua como um
estimulo que integra mecanismos neurais com respostas morfoldgicas a longo prazo,

promovendo hipertrofia muscular.

As adaptacdes neurais ao exercicio resistido ocorrem predominantemente nas
fases iniciais do treinamento, geralmente nas primeiras 4-6 semanas (Del Vecchio et
al., 2019; Skarabot et al., 2020), e envolvem melhorias na eficiéncia do recrutamento
e na ativacdo de unidades motoras (Jenkins et al., 2017; Del Vecchio et al., 2019).
Dessa forma, ganhos iniciais de forgca podem ocorrer mesmo na auséncia de
hipertrofia muscular detectavel, sugerindo uma contribui¢ao relevante de mecanismos
neurais no inicio do treinamento. Estudos com eletromiografia de superficie (EMG)
frequentemente relatam aumento da amplitude do sinal apds intervengdes de curta
duragéo, compativel com maior ativagéo neural em resposta ao treinamento (Aagaard
etal., 2021).

Como consequéncia das adaptacbes neurais e, posteriormente, das

adaptagdes musculares, a hipertrofia muscular pode ser considerada um dos
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desfechos mais desejaveis do treinamento de forga. Ela é definida como o aumento
do tamanho das fibras musculares e surge como uma adaptagao morfolégica crénica
ao exercicio resistido apds, em média, 8-12 semanas, de treinamento consistente
(Damas et al., 2016), impulsionada pela elevacéo da sintese proteica miofibrilar e pela

ativacao de vias de sinalizacao anabdlicas.

E importante salientar que o treinamento de forca induz uma “dupla” resposta
no metabolismo muscular, envolvendo tanto processos anabdlicos quanto catabdlicos
para promover tais adaptacdes. Enquanto as vias anabdlicas, como a sinalizagao via
mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) e Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1),
favorecem a sintese proteica e o crescimento das miofibrilas, as vias catabdlicas
atuam na degradacgéo seletiva de componentes celulares danificados, garantindo a
homeostase energética e a renovagao tecidual durante e apos o exercicio (Yoshida;
Delafontaine, 2020; Bersiner et al., 2023). No contexto da degradacao proteica, o
sistema ubiquitina-proteassoma remove miofibrilas fragmentadas pela tenséo
mecanica, liberando aminoacidos essenciais (como leucina) que alimentam a sintese
proteica anabdlica subsequente. A ativacao transitoria de Atfrophy-related gene 1
(atrogin-1) e Muscle RING Finger 1 (MuRF1) pds-exercicio contribui para a
remodelagdo adaptativa, aumentando a densidade de miofibrilas em fibras tipo I,
como demonstrado por estudos de microscopia eletrbnica em humanos apos 12

semanas de treinamento (Damas et al., 2016).

Pesquisas indicam que protocolos de treinamento com cargas moderadas a
altas (70-85% de 1RM) promovem um aumento de 5-15% na éarea transversal das
fibras, correlacionado com maior ativagao de células satélites e proliferagcao nuclear,
como quantificado por bidépsias musculares em estudos longitudinais (Damas et al.,
2016). A sinalizagao celular, particularmente via mTORC1, é ativada pela tensao
mecanica e aminoacidos, resultando em uma taxa de sintese proteica liquida positiva
pos-exercicio (Hulston et al., 2018). Esses achados sublinham que a hipertrofia ndo é
uniforme, variando entre fibras tipo | e Il, e depende das diferentes variaveis de

treinamento e aporte nutricional.

Em sintese, o exercicio resistido induz adaptagdes neurais e hipertrofia
muscular por meio de mecanismos complementares que otimizam a fungao
neuromuscular e promovem o crescimento tecidual, com implicacées profundas para

a saude metabodlica e inflamatéria.
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2.2.2 Exercicio como modulador imunoldgico

O exercicio fisico atua como um modulador da resposta imune, influenciando
as respostas inatas e adaptativas por meio de mecanismos endocrinos, paracrinos e
autécrinos. Essa modulacdo pode ser aguda, com elevagdes transitérias de
mediadores inflamatdrios durante o esforgo (Peake et al., 2017; Egan; Sharples et al.,
2023), e crbnica, promovendo um estado anti-inflamatério adaptativo com a pratica
regular (Gao et al., 2023).

A inflamagdo desencadeada pelo exercicio fisico representa uma resposta
fisiologica do organismo frente as alteragbes da homeostase muscular, sendo
reconhecida como um processo adaptativo essencial para o remodelamento do tecido
muscular (Chazaud, 2016; Peake et al., 2017). No contexto do exercicio de forga, os
danos musculares gerados sao caracterizados como micro lesbes estruturais
(Conceigao et al., 2012). Essas pequenas lesdes iniciais no sarcolema promovem a
liberacdo de mediadores inflamatérios na corrente sanguinea (Smith et al., 2008),
concomitantemente, observa-se 0 aumento da permeabilidade do endotélio vascular,
0 que favorece o recrutamento e a migracao de células do sistema imune, incluindo
neutrofilos, mondcitos, mastocitos e linfécitos, para o local do dano muscular (Tidball,
2005; Gleeson, 2007; Peake et al., 2017). A recuperagéo integral do tecido lesionado
depende do adequado equilibrio entre os mecanismos pré-inflamatérios e regulatorios

mediados pelas diferentes citocinas (Lee; Jun, 2019).

A interacao das citocinas com seus respectivos receptores desencadeia a
transducao de sinais intracelulares, promovendo a ativagao de distintas cascatas de
sinalizacdao que resultam na sintese destes mediadores inflamatérios e/ou de
proteinas fundamentais para o remodelamento tecidual (Saxton; Glassman; Garcia,
2023). Entre as principais vias envolvidas na mediagdo das respostas inflamatdrias
destacam-se a Janus quinase/transdutor de sinal e ativador de transcrigcao
(JAK/STAT), a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e a via do fator nuclear
kKB (NF-kB) (Kahkhaie et al., 2019). A ativacdo dessas vias inflamatérias pode
intensificar a produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROS), contribuindo para a

amplificacdo do processo inflamatério (Begum et al., 2022).

Nos ultimos anos, o tecido muscular esquelético emergiu como um 6rgéao

enddcrino importante, liberando substancias que orquestram respostas imunoldgicas
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e metabdlicas denominadas miocinas (Pedersen et al., 2007). As miocinas séo
proteinas secretadas por células musculares esqueléticas em resposta a contragao
muscular, que possuem fung¢des paracrinas, autécrinas e enddcrinas (Pedersen;
Febbraio, 2012). Definidas inicialmente como fatores miogénicos, as miocinas incluem
moléculas como a IL-6 muscular, irisina, IL-15 e TNF derivado do musculo, com
fungdes que abrangem a melhora da sensibilidade a insulina, a promogéao da lipdlise

e a modulagéo da inflamagéao (Pedersen et al., 2007).

Quanto ao exercicio de forga, o perfil das respostas de citocinas induzidas
parece estar diretamente relacionado a duracéao e a intensidade do esforgo, bem como
a outros fatores fisioldgicos associados ao estresse desencadeado pelo exercicio,
incluindo a resposta enddcrina, o estresse oxidativo e o0 dano muscular decorrente do
treinamento (Peake et al., 2017). Nesse sentido, estudos tém demonstrado aumento

de citocinas inflamatérias e regulatérias apos protocolos de exercicio de forga (Tabela

1),



Tabela 1 - Mediadores inflamatérios envolvidos nas respostas ao exercicio de forca
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Mediadores
inflamatorios

Principais células produtoras e fungées

TNF

Monécitos, macroéfagos e tecido muscular.

Favorecer a migragdo de mondcitos e neutrdfilos;
estimular a sintese de CXCLS, IL-6, IL-1;
estimular macréfagos e o endotélio a produzirem
quimiocinas; estimular o catabolismo muscular e
a apoptose celular.

IL-6

Mondcitos, macréfagos, tecido adiposo e
muscular.

Estimular a producgéo de IL-10; inibir a produgéo
de TNF e estimular a sintese de proteinas de
fase aguda; estimular as células satélites.

IL-10

Macréfagos e células Treg, Th2.

Modelo de Exercicio
estudo agudo ou Respostas Referéncia
crénico
1 Concentragao (Conceigao et al., 2012)
plasmatica (Aragon-Vela et al., 2020)
Humano Agudo
Nao al
c:r?cgr:tergj(;éi (Marcucci-Barbosa et al.,
plasmatica 2020)
N&o alterou a
Humano concentracdo no (Vilela et al., 2018)
. musculo
Crbnico
Roedores ! C:)nnuiirlt;:r(;ao (Neves et al., 2019)
(Conceigao et al., 2012)
A
gudo . (Aragon-Vela et al., 2021)
H 1 Concentragao
umano -
plasmatica
Crénico (Kraemer et al., 2014)
(Park et al., 2019)
N3o alterou a (Hirsch et al., 2020)
Humano Agudo concentragao no (Aragon-Vela et ‘?I"
musculo 2020) (Marcucci-
Barbosa et al., 2020)
N&o alterou a
Humano Crobnico concentracao (Kraemer et al., 2014)

plasmatica




Inibir a produgéao de citocinas IL-1, IL-6, TNF e
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(Marcucci-Barbosa et

quimiocinas pelos macréfagos e linfocitos. Humano Agudo al., 2020)
1 Concentragao (Aragon-Vela et al., 2020)

Humano Agudo plasmatica (Conceigao et al., 2012)

Roedores Cronico f C%nucsecr:jclr:rgao (Neves et al., 2019)
Crobnico 1 (;lc;r;ﬁg:irfgao (Kraemer et al., 2014)

Mondécitos, macrofagos, células T de memoria e 1 Concentragao
CCL2 células dendriticas. Humano Agudo muscularg (Deyhle et al., 2016)
Quimiotaxia de mondcitos. -
N&o alterou a
Crobnico concentracao (Pinto et al., 2022)
plasmatica

Legenda: (1) aumento; () redugao.
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Sendo assim, o padrao de resposta das citocinas induzidas pelo exercicio de
forca esta associado as variaveis do treinamento como volume, frequéncia, carga e
intensidade, bem como a outros determinantes fisiolégicos relacionados ao estresse
do exercicio, incluindo a ativagdo enddcrina, o estresse oxidativo e o grau de dano

muscular decorrente do treinamento (Peake et al., 2017).

2.2.3 Exercicio fisico em infec¢des parasitarias

O exercicio fisico tem sido investigado no contexto das doengas parasitarias
por seu potencial de modular a resposta imune do hospedeiro e de interferir na
progressao de infecgdes. Esse campo de pesquisa é relevante, pois contribui para a
compreensao de mecanismos fisioldgicos e imunoldgicos envolvidos na interagao

entre treinamento fisico e doencgas infecciosas.

Em modelo experimental de toxoplasmose, a combinagdo de exercicios
aerobios e de forga aumentou a sobrevida de camundongos infectados por
Toxoplasma gondii, possivelmente por alteragbes associadas a expressao de IFN-y
(Bortolini et al., 2016). Em outro estudo envolvendo o mesmo parasito, também em
modelo experimental, demonstrou-se que a pratica de natacido interferiu na
patogénese da infecgdo em camundongos, sugerindo influéncia do exercicio sobre o
curso da doenca (Chao et al., 1992). Na leishmaniose cutdnea experimental, o
exercicio moderado promoveu efeito imunomodulador e contribuiu para o controle da
infeccdo, reforcando a hipétese de que intervengbes bem conduzidas podem
favorecer mecanismos de resisténcia ao parasito (Terra et al., 2019). Esses achados
sustentam a relevancia do exercicio fisico como ferramenta experimental e potencial
estratégia adjuvante no estudo das infecgdes parasitarias, especialmente no que se
refere a modulagao do perfil inflamatério e a ativacdo de mecanismos de defesa do

hospedeiro.

Na infeccao por T. cruzi, é sabido que os portadores da DC podem apresentar
manifestagbes predominantemente cardiovasculares na fase crénica, incluindo
cardiomiopatia dilatada, arritmias e insuficiéncia cardiaca (WHO, 2025). A reabilitagao
cardiaca tradicional prioriza protocolos predominantemente aerdbicos, dada sua
eficacia na melhoria da capacidade cardiopulmonar e reducéo de fatores de risco em

condicbes cardiacas (Price et al, 2016). No entanto, essa abordagem pode
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subestimar os beneficios do treinamento de forga, que, quando bem organizado e

estruturado, pode oferecer vantagens complementares.

Embora estudos especificos sobre protocolos de treinamento de forca isolados
em modelos de infecgdo por T. cruzi sejam escassos, duas investigacdes (em
destaque) incorporaram componentes de forga em regimes de exercicio combinados,

conforme tabela 2 abaixo.
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Tabela 2 - Sintese dos estudos experimentais com T. cruzi e exercicio fisico: modelos, protocolos e principais resultados

R a Modelo Tipo de Tempo de . Ordem Principais resultados apés a
eferéncia . - - Cepallnéculo L - =
experimental treinamento treinamento metodoldgica intervengao
(Schebeleski-Soares Camundongos Corrida em Treinou — | Pico de parasitemia; | Perda de
et al., 2009) BALB/c esteira 8 semanas Y (1400) infectou peso;
. Individuos com Corrida em Ndo houve altefagao nos
(da Silva Souza et ] - . valores dos parametros na
cardiopatia esteira + 6 meses - - e n .
al., 2013) . . . ~ variabilidade da frequéncia
chagasica cronica musculagao ;
cardiaca.
Corrida em Treinou — | Pico de parasitemia; |
(Moreira et al., 2014) Camundongos Swiss osteira 8 semanas Y (1300) infect Parasitemia total; Promoveu
infectou hipertrofia neuronal.
| Parasitemia; | Niveis
(Lucchetti et al., . Corrida em \ Treinou — plasmaticos de IL-12, TNF-a, IFN-
2017) Camundongos Swiss esteira 9 semanas Y (5x109) infectou y € CCL2; normalizagéo da
produgéo de 6xido nitrico.
Corrida em Trei | Parasitemia; | Parasitismo do
(Novaes et al.,, 2017) Ratos Wistar stoira 9 semanas Y (150.000) Ir:f'gc‘:’ttc‘)u_’ tecido esquelético; | TNF-a, CCL-
2 e CX3CL1; T IL-10 no musculo.
Camundongos Corrida em Infecto | Area do ventriculo direito,
(Alves et al., 2019) CS?BL/E? osteira 12 semanas Y (1x109) treingu—) melhora na variacéo fracional da
area
(Rodrigues-Junior et Individuos com Corrida em Estabilidade nas concentragcdes
3, 2020) cardiopatia esteira + 8 meses - - plasmaticas de TNF, IL-1f, IL-8,
i chagasica cronica musculagao IFN-y, CCL2 e IL-10.
(Pedra-Rezende et Camundongos Corrida em Infectou — .
al,, 2021) C57BL/6 esteira 4 semanas Y (500) treinou | Fibrose

Legenda: (1) aumento; (|) reducao.
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A supervisdo multidisciplinar ao individuo portador da infecgao por T. cruzi é
essencial para integrar treinamento de forgca a reabilitagdo aerdbica, maximizando
beneficios como aumento da capacidade funcional e redug¢ao da inflamagao crénica.
Dessa forma, a estruturacdo adequada pode transformar o treinamento de forca em
uma ferramenta segura, contrabalangando preocupagdées hemodinamicas e

otimizando desfechos em parasitoses cardiovasculares.
2.3 A esfingomielinase acida (EMA)

2.3.1 Origem, fungdes e sinalizagdo inflamatoria.

Os esfingolipideos constituem uma grande classe de lipideos presentes nas
membranas biologicas, os quais sao estruturalmente derivados da ceramida. Este tipo
lipidico pode ainda ser dividido em trés subclasses, sendo uma delas composta pelas
esfingomielinas (Lehninger, 2002). Em seres mamiferos, a esfingomielina compde a
maior parte dos fosfolipidios da membrana (Lynch; Dunn, 2004) e possui uma
estrutura hidrofobica baseada em ceramida, que € ancorada a um grupo polar de
fosfocolina via ligacdo fosfodiéster. Essa composi¢cdo confere a esfingomielina
propriedades anfipaticas, permitindo sua integragao em bicamadas lipidicas, e durante
décadas acreditou-se que elas exerciam um papel exclusivamente estrutural nas
membranas das células animais. No entanto, estudos recentes descreveram sua
atuacao em diferentes mecanismos relacionados as vias de sinalizagao celular (Bai;
Guo, 2017; Yuan et al., 2022).

As enzimas envolvidas no metabolismo dos esfingolipidios sdo responsaveis
por controlar as concentragdes intracelulares de ceramida, regulando os processos
celulares associados a sua sintese, acumulo e funcao bioldgica (Wang et al., 2008).
A ceramida pode ser formada pela via de sintese de novo, iniciada pela condensacgao
entre serina e palmitoil-CoA na etapa inicial da biossintese de esfingolipidios (Kitatani
et al., 2008; Jenkins et al., 2009), ou ainda ser produzida a partir da degradacao de
esfingolipidios complexos, como a esfingomielina, por meio da acgdo das

esfingomielinases.

Os mecanismos enzimaticos envolvidos incluem as esfingomielinases (EC
3.1.4.12), classificadas por pH étimo e localizagdo subcelular. As esfingomielinases

sdo enzimas responsaveis pela clivagem da esfingomielina, resultando na formacéao
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de ceramida e fosforilcolina (Smith et al.,, 2008). Estruturalmente, essas enzimas
apresentam trés componentes principais: um dominio do tipo SAP, associado as
proteinas ativadoras de esfingolipidios; um dominio catalitico integrante da
superfamilia das metalofosfatases (MPPs); e um dominio C-terminal. O dominio
catalitico é caracterizado por uma organizagao composta por duas camadas de folhas
B que constituem um nucleo central, circundado por hélices a, conferindo uma
conformacao tipica das fosfoesterases do tipo calcineurina (calcineurin-like
phosphoesterases) (Zhou et al., 2016; Gorelik et al., 2016).

As esfingomielinases sao classificadas em trés principais categorias: acida,
neutra e alcalina, com base no pH no qual apresentam atividade enzimatica (Goni;
Alonso, 2012). A EMA, ancorada na membrana plasmatica e lisossomal via interagéo
com esfingomielina, é codificada pelo gene SMPD1, com atividade regulada por
fosforilagdo poés-traducional e translocacdo lisossomal em resposta a estresse
(Schuchman, 2010).

A hidrolise da esfingomielina para ceramida, realizada pela EMA, representa
um evento importante na transducdo de sinais extracelulares, convertendo um
componente estrutural de membrana em um lipidio sinalizador. Esse processo €&
ativado por estimulos como citocinas pro-inflamatdérias e estresse oxidativo, alterando
a composicao de microdominios lipidicos e modulando a atividade de proteinas de
membrana (Beckmann et al., 2014). A enzima é expressa em praticamente todos os
tipos celulares e se localiza principalmente no compartimento lisossomal. Contudo, a
EMA também pode ser localizada na superficie das células em resposta a algum
estimulo, se ligando ao folheto externo da membrana (Figura 3) (Grassmé et al.,
2001).
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Figura 3 - Formacao de plataforma mediada por EMA
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A EMA presente no lisossoma se desloca para o folheto da membrana plasmatica diante um estimulo
de ativagdo, onde a partir da quebra da esfingomielina, microdominios de ceramida sao formados. A
unido de receptores especificos facilita e/ou amplifica os processos de sinalizagéo celular. Fonte: figura
adaptada de BECKMANN et al., 2014.

A ceramida gerada in situ atua como segundo mensageiro, promovendo a
formacéo de plataformas enriquecidas em ceramida na membrana plasmatica, que
funcionam como sitios de organizacao de receptores e moléculas sinalizadoras. Essas
plataformas faciltam a agregacdo de receptores como TNFR1, CD95/Fas e
receptores Toll-like, amplificando vias de sinalizacdo associadas a apoptose, ativacao
imune e inflamacgéao (Gulbins; Grassmé, 2002; Hannun; Obeid, 2018). Nesse contexto,
a producdo de ceramida pela EMA tem sido implicada na ativacdo de vias
intracelulares classicas, incluindo a ativagao do fator de transcricao NF-kB e regulagao

da producgao de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF, IL-1B e IL-6 (Hannun; Obeid,
2018; Taniguchi; Okazaki, 2020).

Além disso, a sinalizacdo dependente de ceramida esta envolvida na regulagao
da permeabilidade mitocondrial, producao de espécies reativas de oxigénio e ativagao
de caspases, integrando respostas inflamatérias e apoptéticas. Esse conjunto de
eventos evidencia que a EMA nao atua apenas como enzima metabdlica, mas como

um modulador central da comunicagao entre estresse celular, inflamacao e morte
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celular programada. A acumulagao transitoria de ceramida €, portanto, essencial para

a precisdo e magnitude dessas respostas (Hannun; Obeid, 2018; Schuchman, 2010).

Alteragbes na funcdo EMA, bem como desequilibrios no metabolismo dos
esfingolipidios, estdo associadas aos mecanismos envolvidos na patogénese de
diversas doengas ou danos. Haus et al., (2009) demonstraram em individuos com
obesidade e diabetes que niveis elevados de ceramida plasmatica e a atividade da
EMA sao preditores independentes de resisténcia a insulina e risco cardiovascular.
Becker et al., (2009), frisaram que a ceramida € um dos principais reguladores da
inflamacao e subsequente infecgao nas vias aéreas de individuos com fibrose cistica,
sendo a normalizagao local das concentragdes de ceramida pulmonar por inibidores

da EMA uma estratégia para prevenir inflamacgao e infecgdo nesses individuos.

2.3.2 Ainibigdo da EMA

Em sintese, sabe-se que a EMA e a ceramida por ela gerada estao implicadas
em uma vasta gama de processos fisiopatoldgicos, incluindo apoptose, cancer e a
progressao de doencas como Niemann-Pick (Kolesnick; Fusk, 2003; Morad; Cabot,
2012; Schuchman; Desnick, 2017). Dada sua centralidade nessas patologias, a
modulacdo da atividade da EMA, particularmente sua inibicdo, emergiu como uma

promissora estratégia terapéutica.

Estudos recentes indicam que a EMA desempenha um papel central na
mediacao dos efeitos dos antidepressivos (Kornhuber et al., 2014). Em modelos
experimentais de depressdo induzida por estresse imprevisivel, os antidepressivos
amitriptilina e fluoxetina, apesar de atuarem por mecanismos distintos sobre
neurotransmissores, reduziram a atividade cerebral da EMA em camundongos,
restauraram a proliferacdo e a diferenciacdo neuronal no hipocampo, atenuaram
comportamentos do tipo depressivo (Gulbins et al., 2013). Em contrapartida, em
camundongos deficientes em EMA, esses farmacos ndo promoveram alteragdes na
neurogénese nem reverteram os comportamentos associados a depressao (Gulbins
et al., 2013). Evidéncias de estudos clinicos indicam que a nortriptilina, inibidora da
recaptacdo de monoaminas e metabdlito ativo da amitriptilina, foram capazes de
favorecer a recuperacao clinica apés o AVC, independentemente da presenca de
sintomas depressivos, em alguns ensaios clinicos randomizados controlados por
placebo (Robinson et al., 2000; Jorge et al., 2003; Chollet et al., 2011; Park et al.,
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2018). No entanto, outros estudos ndo observaram esses efeitos benéficos (EFFECTS
Trial Collaboration, 2020; Focus Trial Collaboration, 2019). De modo geral, considera-
se que os antidepressivos exer¢cam suas acgoes principalmente por meio da modulacgao

dos sistemas de neurotransmissores monoaminérgicos (Kornhuber et al., 2014).

A amitriptilina, considerada entdo um antidepressivo ftriciclico, tem sido
estudada como um potente inibidor funcional da EMA (Kornhuber et al., 2008). E
rapidamente absorvida apds a administragdo oral e sofre intenso metabolismo de
primeira passagem hepatica, predominantemente mediado por enzimas oxidativas do
citocromo P450 (Khalil et al., 2024). O metabolismo subsequente, envolvendo reagdes
de hidroxilacédo e glucuronidagao catalisadas pelo CYP450, resulta na inativagdo dos
compostos e posterior eliminagcdo pela urina (Gillman, 2007). Em um modelo com
camundongos sépticos, a inibicdo da EMA pela amitriptilina atenuou a resposta pré-
inflamatdria, aumentou a concentragao de IL-10 e melhorou a sobrevida dos animais
(Xia et al., 2019). Em concordancia, Ji et al., (2024) demonstraram que a AMT reduziu
a inflamacéao endotelial e, com isso, melhorou a fungdo endotelial vascular de aortas

toracicas de camundongos C57BL/6.

A modulacao farmacolégica da atividade da EMA, seja através de inibidores
especificos ou agentes que alteram o microambiente lisossomal, representa uma
abordagem promissora, e a pesquisa continua neste campo € essencial para

desbloquear seu pleno potencial terapéutico.
3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicacdo de um treinamento de forca e a inibigdo da EMA na
imunomodulagdo e no remodelamento muscular de camundongos infectados com a

cepa Colombiana de T. cruzi.
3.2 Objetivos especificos

Em camundongos isogénicos C57/BL6 infectados com a cepa Colombiana de
T. cruzi, sob treinamento de forga, iniciado aos 45 dias de infecgao (fase crénica inicial)

e tratados com amitriptilina (inibidora funcional da EMA), avaliar:

e A eficacia do treinamento de forga em gerar adaptagdes fisioldgicas e
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morforldgicas;

e A quantificagdo da atividade da EMA nos tecidos cardiaco e esquelético, além
do plasma dos animais;

e A quantificagdo dos mediadores inflamatérios (TNF, IFN-Y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-17A) no macerado dos tecidos musculares cardiaco e esquelético;

e O perfil de mediadores inflamatorios sintetizado pelo tecido muscular
esquelético;

e O padrao morfométrico (diametro da fibra) em cortes histolégicos do tecido

muscular esquelético.

4 METODOLOGIA
4.1 Cuidados éticos

Foram utilizados 76 camundongos machos da linhagem C57BL/6, com idade
entre 7 e 10 semanas e massa corporal aproximada de 20g. Estes animais foram
alocados no biotério central da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), em
gaiolas de polipropileno e salas climatizadas com condigdes controladas de
luminosidade (12h claro-escuro) e temperatura (22,0 £ 2°C). Os animais foram
fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal (CCA) da mesma universidade e receberam
agua e racado sem restricdes ou limites. O projeto de pesquisa foi submetido a
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFOP e aprovado sob o nimero de
protocolo 4165300822.

4.2 Infecgao

Em torno de 1,5 ml de sangue infectado com formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Colombiana foi coletado por via plexo retro orbital de um animal
de repique anestesiado com Cetamina e Xilazina (300 mg/kg e 30 mg/kg,
respectivamente, com um volume de 100ul). O sangue foi diluido em solugao salina,
realizou-se a contagem dos parasitos em microscopio éptico e, em seguida, um
in6culo de 500 formas tripomastigotas da cepa Colombiana foi inoculado nos

camundongos por via intraperitoneal.

A infeccdo ocorreu 45 dias antes do inicio do treinamento de forga e do
tratamento com amitriptilina. Durante este mesmo periodo até o inicio do treinamento

e tratamento, os parasitos foram quantificados diariamente em microscopia Optica
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utilizando o método de Brener (1962). Para isso, 5 pl de sangue foram retirados da
porcao distal da cauda e contados em lamina x laminula (26x76mm) e o0 numero de
parasitos encontrados multiplicado pelo fator do microscopio, previamente calculado.
Durante o mesmo periodo de 45 dias, a cada 15 dias, os animais foram submetidos a
uma dose de 100 mg/kg de Bz por gavagem, a fim garantir que os animais chegassem
vivos a fase crénica da infecgao (de Souza et al., 1996). O comprimido foi triturado em

solucdo de agua destilada + 0,5% de carboximetilcelulose sédica (CMC).
4.3 Treinamento de forga

4.3.1 Caracteristicas do modelo de treinamento

Foi aplicado um protocolo adaptado de treinamento de forga de acordo com
Cassilhas et al., (2012), o qual se baseia em sucessivas escaladas com progressao
de carga. A escada especifica para 0 modelo de roedores possui dimensdes de 110
cm de altura x 11 cm largura, inclinacédo de 80° e 0,5 cm de distancia entre cada
degrau. Um abrigo foi alocado ao topo para recuperagao dos animais apos a execugao
do exercicio (Figura 4). Para reduzir as interferéncias relacionadas ao contato do peso
fixado na cauda do animal com o solo, optou-se por utilizar apenas 100 cm de
comprimento da escada durante as escaladas, ndao levando em consideracédo os 10

cm restantes entre o ponto de inicial de subida e o solo.
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Figura 4 - Escada de treinamento para camundongos
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12 terco

Modelo de escada medindo 110 cm (sem contar o abrigo), degraus com largura de 11 cm e distancia
entre eles de 0,5 cm. A escada possui inclinagao de 80°. Um abrigo encontra-se na parte superior como
local de descanso dos camundongos ao final da escalada. Cada tergo indicado equivale a 33,3 cm de
comprimento. Fonte: arquivo pessoal.

Além da escada, utilizou-se também tubos cénicos (Falcon) de 15 ml como
recipiente da carga que foi representada por “chumbadas para pesca” com diferentes
pesos. Uma pequena argola de metal envolta por um pedago de bandagem elastica
foi utilizada como base de suporte para inser¢ao da carga (Figura 5 e 6).
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Figura 5 - Carga de treinamento

Tubo cdnico de plastico com capacidade de 15 ml, um pequeno gancho acoplado a tampa, uma tira de
material elastico enrolado na argola de metal e “chumbadas” para pesca. Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 6 - Camundongo em treinamento

Representacao do sistema de carga acoplado a cauda do camundongo durante a escalada na escada.
Fonte: Arquivo pessoal.
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4.3.2 Adaptacao ao treinamento de forca

Uma semana antes do inicio do treinamento os camundongos passaram por
um processo de adaptagao na escada durante 5 dias consecutivos, que foi realizado
com o intuito de adapta-los a atividade. Para isso, a escada foi demarcada em 3 tercos
iguais (Figura 4). Inicialmente, o camundongo era colocado no abrigo de descanso
durante 2 minutos. Logo apds, o mesmo era posicionado na demarcagao inicial do
primeiro tergco da escada (33,3 cm de distancia até o topo), mais préoximo do topo,
onde realizou a escalada por 3 vezes consecutivas até conquistar mais 2 minutos de
descanso. Apds o descanso, o camundongo era posicionado no segundo ter¢o da
escada (66,6 cm de distancia até o topo) e realizou a escalada por mais 3 vezes
consecutivas. Por fim, apés nova recuperagdo de 2 minutos, o camundongo era
posicionado no terceiro ter¢co da escada (100 cm de distancia até o topo) e realizou a
escalada completa por 3 vezes consecutivas, finalizando o exercicio. Os detalhes da

progressao do exercicio de adaptacao estdo descritos na tabela 3 abaixo:

Tabela 3 - Progressao de carga na adaptagao ao exercicio

12 Dia 22 Dia 32 Dia 42 Dia 52 Dia
Sem carga Sem carga Tubo vazio 50% MC 50% MC
3x33,3cm 3x33,3cm 3x33,3cm 3x33,3cm 3x33,3cm

(12 terco) (12 tergo) (12 tergo) (12 tergo) (12 terco)

2 min descanso | 2 min descanso | 2 mindescanso | 2 min descanso | 2 min descanso
3x66,6 cm 3x66,6 cm 3x66,6 cm 3x66,6cm 3x66,6 cm
(22 tercgo) (22 tergo) (22 tergo) (22 tergo) (22 tercgo)

2 min descanso | 2 min descanso | 2 mindescanso | 2 min descanso | 2 min descanso
3x100cm 3x100cm 3x100cm 3x100cm 3x100cm
(32 terco) (32 terco) (32 terco) (32 tergo) (32 terco)

Legenda: MC = massa corporal.

4.3.3 Teste de 3 RM (3 repeticbes maximas)

Dois dias apds a ultima sessao de adaptacao, todos os animais do estudo
passaram por um teste de repeticdo maxima (Ferraresi et al., 2015), que visa avaliar
a capacidade de carga total suportada em 3 escaladas consecutivas até o topo da
escada. O teste consistia em subir a escada em seu comprimento total (100 cm),
inicialmente com 80% da massa corporal fixado a cauda. Caso o animal conseguisse
completar a subida por 3 vezes consecutivas, a carga era aumentada em 10%, e, apos
2 minutos de descanso, outras 3 subidas eram realizadas. Este procedimento foi

realizado até que o animal ndo suportasse subir 3 vezes consecutivas com o
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respectivo peso. O teste era interrompido quando o animal ndo conseguia completar
a subida, mesmo apds ser estimulado por toques suaves na cauda, utilizando apenas
a mao do aplicador do teste por trés vezes consecutivas. Caso o animal nao
suportasse a carga inicial estipulada, a mesma era subtraida em 10%, e apds os 2
minutos de descanso, uma nova tentativa era realizada. A carga sofreria decréscimos
até que o animal conseguisse completar a subida 3 vezes consecutivas. Sendo assim,
a carga maxima suportada na ultima sessdo completa de 3 subidas consecutivas foi
considerada o 3RM do animal. O teste de 3RM foi realizado em todos os grupos, ao

inicio e ao fim do periodo de treinamento.

4.3.4 Protocolo de treinamento

A aplicacao do protocolo de treinamento de forga iniciou-se 48h apds o primeiro
teste de 3RM, sendo realizado de segunda a sexta-feira (5x/semana), durante as
manhas e com intervalo minimo de 24h entre as sessdes. Cada animal realizou 8
séries de escalada com sobrecarga progressiva fixada a cauda, e o tempo de
descanso no abrigo entre cada série foi de 1 minuto. O treinamento teve duracgao total
de 8 semanas. Segue abaixo a tabela com os detalhes de progressao de carga de

acordo com as semanas:

Tabela 4 - Progressao de carga ao longo de 8 semanas de treinamento

Cargada1°e Carga da 3° Carga da 4° Cargada5°e Cargada7° Carga da 8°
2° semanas semana semana 6° semanas semana semana
Série! Com Sem Com Sem Com Com Sem Sem Com Sem Com Sem
infeccao | infecgao | infecgdo | infecgao | infecgao | infecgéo | infecgao | infecgao | infecgdo | infecgéo | infecgao | infecgao
1°e 2° 50% 60% 70% 70% 80% 70% 90% 70% 90%
3°e4° 75% 85% 95% 95% 105% 95% 115% 95% 115%
5°e 6° 90% 100% 110% 110% | 120% | 110% | 130% | 110% | 130%
7°e 8° 100% 110% 120% 120% | 130% | 120% | 140% | 120% | 140%

Os dados de velocidade da escalada também foram coletados ao longo do

periodo de treinamento. Com auxilio de cronémetros (Cronobio®), o tempo de duragéo

total da escalada das séries pares foi registrado, ou seja, avaliou-se a segunda série

de cada uma das 4 cargas.

4.4

Tratamento com amitriptilina
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A amitriptilina € um antidepressivo triciclico apresentado como um inibidor
funcional da enzima EMA (Kornhuber et al., 2008; Kornhuber; Hoertel; Gulbins, 2022).
Neste contexto, uma dose de 5 mg/kg de xarope de cloridrato de amitriptilina
(composigéo: cloridrato de amitriptilina 0,65mg/ml + suspensédo q.s.p 500ml) foi
administrada por gavagem nos animais (Figura 7) (Scheuermann et al., 2021). O
grupo sem tratamento recebeu apenas a suspensao do xarope (composi¢cao: nipagim
0,2% + alcool etilico 2% + aerosil 0,3g + CMC 0,69 + solugdo aquosa q.s.p 500ml). A
dose foi administrada diariamente no periodo da manha, previamente as sessoes de
treinamento. O xarope de cloridrato de amitriptilina foi produzido pela farmacia de

manipulacao “Acuracia Pharmaceutica” (Mariana, MG).

Figura 7 - Xarope de Cloridrato de Amitriptilina
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O frasco a esquerda corresponde ao xarope de cloridrato de amitriptilina, enquanto o frasco a direita
contém apenas a suspensao do xarope. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 8 - Camundongo recebendo tratamento com AMT via gavagem

Procedimento de tratamento por via gavagem em camundongo realizado com agulha curva de ponta
esférica (arredondada), permitindo a deposigéo do volume diretamente no estdbmago ou na porgao distal
do eso6fago. Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 Delineamento experimental, linha do tempo e eutanasia

Ao inicio da experimentagdo no CCA, os animais foram separados em 8 grupos,
sendo eles: T. cruzi (n = 10), T. cruzi + Amitriptilina (AMT) (n = 10), T. cruzi +
Treinamento de forga (TF) (n = 10), T. cruzi + AMT + TF (n = 10), Controle para todas
as variaveis (n = 9), AMT (n =9), TF (n = 9), AMT + TF (n = 9) (Figura 9). Para o
célculo do tamanho da amostra foi utilizado o pacote estatistico Bioestat 5.3.
Considerando a diferenga entre as médias da variavel TNF nos grupos treinado
infectado e somente treinado (Moreira et al., 2014). Foi observada a diferenca de 2,5
x 103 pg/ml, e um desvio padrao do erro de 1,1. De acordo com os dados citados, e
considerando um poder de teste de 85%, obteve-se tamanho de amostra de 8 animais
por grupo. Levando em consideragdo uma possivel perda amostral de 25%, tem-se

como referéncia final 10 animais por grupo.
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Figura 9 - Grupos experimentais
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Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais: controle; grupo AMT, no qual os
animais receberam tratamento com amitriptilina por via gavagem; grupo TF, submetido ao treinamento
em escada; grupo AMT + TF; grupo T. cruzi; grupo T. cruzi + AMT; grupo T. cruzi + TF; e grupo T. cruzi
+ AMT + TF. Legenda: Amitriptilina = AMT; Treinamento de forga = TF. Fonte: Biorender
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Durante a fase aguda da infec¢do, os grupos infectados foram avaliados quanto
a parasitemia. A partir da transicdo para a fase crénica da infeccao, iniciou-se o
tratamento e treinamento, além da medida semanal de massa corporal dos animais
durante todo o periodo de experimentacdo, por meio de uma balancga eletrénica semi-

analitica modelo BL3200H (Shimadzu®), conforme a figura 10 abaixo:
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Figura 10 - Linha do tempo experimental
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(1) Primeiramente, todos os animais foram agrupados em diferentes grupos. (2) Apés 1 semana, os
animais foram infectados com a cepa Colombianda do T. cruzi. (3) Apés 6 semanas (de afericdo da
massa corporal e parasitemia), os animais passaram pela adaptacao ao exercicio. (4) 48h apés fim da
adaptacao, iniciou-se o tratamento com amitriptilina. (5) 24h apés o inicio do tratamento, foi aplicado o
teste de 3RM inicial. (6) Inicio do protoloco de treinamento de forga. (7) Apds 8 semanas de treinamento,
foi aplicado o teste de 3RM final. (8) 24h apds o fim do teste, os animais foram eutanasiados. Fonte:
Biorender

A eutanasia ocorreu ao final de 8 semanas de tratamento/treinamento. Os
animais foram sedados com uma dosagem intraperitoneal de Cetamina e Xilazina
(300 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente, com um volume de 100ul) e com auxilio de
uma pipeta Pasteur de vidro com 50 ul de heparina, em torno de 1 ml de sangue foi
coletado pelo plexo retro orbital. Apds o 6bito, os animais foram cuidadosamente
abertos para retirada do coragao, baco, figado e quadriceps. Os fragmentos teciduais
foram imediatamente banhados com PBS 1x, pesados, seccionados e devidamente

armazenados para futuras analises imunoldgicas e histologicas.
4.6  Citometry Bead Array (CBA)

As citocinas (TNF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A) foram dosadas no
homogenato dos tecidos musculares cardiaco e esquelético, por meio da técnica de
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CBA utilizando o kit Biosciences® Th1/Th2/Th17 murino (CA, EUA). Primeiramente,
realizou-se a diluicao seriada dos padrdes de citocinas, seguindo as recomendagdes
do fabricante. As amostras foram incubadas com um mix contendo “beads”
especificas conjugadas a anticorpos de captura para cada alvo avaliado.
Posteriormente, adicionou-se em cada tubo o reagente de detecgdo fluorescente
(Phycoerythrin) e os mesmos foram mantidos em descanso por 2 horas ao abrigo de
luz. Logo apds, os tubos foram lavados com a adigdo de Wash Buffer e levados para
centrifugac&o a 200 x g durante 5 minutos. Apés a lavagem, ocorreu a ressuspensao
do pellet de beads em Wash Buffer. A leitura das amostras foi realizada no citdmetro
FACS Calibur Biosciences® (CA, EUA), disponivel no Laboratério Multiusuario de
Citometria de Fluxo, do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Biologicas (NUPEB) da
UFOP. As analises foram realizadas por meio do BD® CBA Analysis Software, levando
em consideracao a intensidade de fluorescéncia gerada pelas amostras, as quais
foram quantificadas (pg/ml) de acordo com a curva padrao estabelecida pelo

programa.
4.7 Atividade da EMA

A atividade da EMA foi avaliada no homogenato dos tecidos musculares
cardiaco e esquelético seguindo diretrizes do kit ab190554 Acidic Sphingomyelinase
Assay da Abcam® pelo método de fluorescéncia. O experimento foi cuidadosamente
realizado em placas de 96 pocos com fundo escuro, especificas para este método de
analise. Para leitura das placas, utilizou-se o leitor multimodo Victor™ X3 da marca

PerkinElmer. O tempo de excitacdo da molécula (fluordfilo) utilizado foi de 1s.
4.8 Analise histologica

Para avaliacao do infiltrado inflamatério e do diametro da fibra muscular
esquelética foi utilizado o musculo gluteo que, apds ser dissecado, foi imerso em
formalina tamponada a 10% por no minimo 24 horas. Posteriormente as amostras
foram desidratadas em séries crescentes de alcool (70%, 80%, 90%, 100%) e xilol e
embebidos em parafina liquida para inser¢ao em parafina histoldgica. Os cortes foram
feitos em micrétomo rotativo em se¢des de 5 um de espessura utilizando navalha de
aco. Cortes histoldgicos seriados foram coletados utilizando um de cada 10 segdes,
0s quais foram desparafinizados (reidratados) e corados com hematoxilina e eosina.
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Apods a coloragao, as laminas foram desidratadas em séries crescentes de alcool e

xilol e montadas com laminula e Entellan® (Merck, Alemanha).

O infiltrado inflamatério foi avaliado pela quantificacdo do numero de nucleos
celulares encontrados em 10 imagens histolégicas no aumento de 20x, obtidas pelo
microscopio Leica DM 5000 B (Carl Zeiss AxionVision 4.8.3) e examinadas pelo

software de analise de imagens ImageJ versao 6.0.

O diametro da fibra foi mensurado através da area de secgao transversa do
musculo gluteo, em 100 imagens histologicas com aumento de 40x, adquiridas em
microscopio Leica DM 5000 B (Carl Zeiss AxionVision 4.8.3) e examinadas pelo

software de analise de imagens ImageJ versao 6.0.
4.9  Analise estatistica

O software GraphPad Prism 8.0.1 foi utilizado para todas as analises. Para
averiguar a distribuicdo dos dados foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para
dados paramétricos e analise de variancia utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido
do teste de Tukey para multiplas comparag¢des. Os dados estdo apresentados sobre
a forma de média e desvio padrdo (DP). O nivel de significancia adotado para as

analises foi de p < 0,05.
5 RESULTADOS

5.1 Infecgéo e sobrevivéncia

A infecgao pela cepa Colombiana de T. cruzifoi confirmada por meio do método
de Brener (1962). Nos primeiros 45 dias de infeccdo ndo houve morte entre os
animais. Apos o periodo de cronificagdo e inicio do treinamento/tratamento com
amitriptilina, 3 mortes de animais infectados foram registradas, sendo um animal do
grupo infectado e dois animais do grupo infectado tratado com amitriptilina, restando

73 animais.
5.2  Dados do treinamento de forga

5.2.1 Variagao da massa corporal e peso relativo do coracgao, bacgo e figado

A variagdo da massa corporal dos animais (Figura 11) consiste em indicar,

durante um determinado periodo de tempo, a relagdo entre ganho/perda de massa
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corporal dos animais. Dessa forma, tem-se: (massa corporal final — massa corporal

inicial / massa corporal inicial x 100).
Figura 11 - Variagdo da massa corporal
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Foi observada diferenga significativa entre os tratamentos para variagdo da massa corporal (F [7, 61] =
4.920; p = 0,0002). Os grupos AMT + TF (n=9), T. cruzi (n =9), T. cruzi + AMT (n=7), T. cruzi + TF
(n = 9) foram estatisticamente diferentes do grupo AMT (n = 9) (p < 0,01). O grupo T. cruzi + TF foi
diferente do grupo controle sem infecgéo (p = 0,02). Para analise de variancia utilizou-se o teste one-
way ANOVA e teste post-hoc de Tukey para multiplas comparagdes. Dados expressos em média + DP.

Observa-se que os animais infectados (com exce¢ao do grupo T. cruzi + AMT
+ TF) e o grupo AMT + TF apresentaram uma menor variagdo da massa corporal
quando comparados ao grupo AMT. O mesmo ocorreu com o grupo AMT + TF,
sugerindo um potencial efeito do treinamento de forga na redu¢ao de massa corporal,
uma vez que o grupo apenas tratado (AMT) apresentou um expressivo ganho de

massa corporal.

Ap0s 45 dias de infecgdo e 8 semanas de treinamento e/ou tratamento, nao foi
observada diferenca significativa entre os grupos frente a massa relativa do coragao
(Figura 12A). Em relagao ao bacgo (Figura 12B), os quatro grupos infectados foram
estatisticamente diferentes dos quatro grupos nao infectados, apresentando maiores

pesos relativos para o bacgo.

Para os dados de massa relativa do figado (Figura 12C), foram observadas
diferencgas significativas entre os grupos T. cruzi e AMT, sendo que o grupo infectado
apresentou maior peso relativo quando comparado ao grupo tratado. Além disso, o

grupo T. cruzi + AMT também apresentou valores superiores da massa hepatica em
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comparagao aos grupos nao infectados AMT, TF e AMT + TF. Por fim, o grupo T. cruzi
+ TF apresentou maior peso relativo do figado quando comparado aos quatro grupos
nao infectados.

Figura 12 - Massa relativa do coragao, baco e figado
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(A) Nao foram observadas diferencgas significativas para a massa relativa do coragéo. (B) Para a massa
relativa do bago, houve diferenga entre os tratamentos (F [7, 62] = 60,01; p < 0,0001). Os grupos
infectados foram diferentes dos grupos néo infectados (*: p < 0,05). (C) Diferenca entre os tratamentos
(F [7, 62] =6,148; p < 0,0001) na massa relativa do figado. O grupo T. cruzi + AMT (n = 7) foi diferente
dos grupos AMT + TF (n =9), TF (n = 9) e AMT (n =9) (p < 0,05). O grupo T. cruzi (n = 9) foi diferente
do grupo AMT (p = 0,01). O grupo T. cruzi + TF (n = 9) foi diferente de todos os outros grupos nao
infectados (*: p < 0,05). Para analise de variancia utilizou-se o teste one-way ANOVA e teste post-hoc
de Tukey para multiplas comparagdes. Dados expressos em média =+ DP.

5.2.2 Variagao do teste de 3RM
O teste de 3RM foi aplicado em dois momentos: pré-treinamento e pds-

treinamento. Com o intuito de obter o indice de variagdo no ganho de forga dos
animais (Figura 13), tem-se (3RM final — 3RM inicial / 3RM inicial x 100).
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Figura 13 - Variagao do 3RM
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Diferenca entre os tratamentos (F [7, 55] = 174,0; p < 0,0001). Os grupos TF (n =9), AMT + TF (n = 9),
T. cruzi+ TF (n=8) e T. cruzi + AMT + TF (n = 9) foram diferentes de todos os outros grupos (#: p <
0,05). Para analise de variancia utilizou-se o teste one-way ANOVA e teste post-hoc de Tukey para
multiplas comparagdes. Dados expressos em média £ DP.

Os grupos que foram treinados obtiveram maior variacdo no teste de 3RM
quando comparados aos demais. Levando em consideragdo 0s grupos nhao
infectados, aqueles que realizaram o treinamento de forga diferiram entre si, no qual
o grupo tratado e treinado obteve maior percentual de variagdo quando comparado ao
grupo apenas treinado. Em relagdo aos grupos infectados, o treinamento promoveu
aumento no ganho de forga, de forma similar aos animais que treinaram e receberam
AMT. Ao comparar o treinamento entre os grupos nao infectados e infectados, os
animais com a infecgdo obtiveram uma maior variagdo no ganho de forga quando

comparado ao grupo treinado sem infecgao.

5.2.3 Tempo de duracdo da escalada

Durante as sessdes de treinamento, cada animal realizou 8 séries com
progresséo de 4 cargas. Dito isso, cada animal subiu todo o comprimento da escada
2x com a mesma carga. A média do tempo de duragao da escalada foi calculada nas

semanas 3, 4, 6 e 7 (Figura 14):
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Figura 14 - Duragdo média de escalada por semana
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(A) Diferenga entre os tratamentos na semana 3 (F [3, 33] = 11,14; p < 0,0001). Os grupos T. cruzi +
TF (n=8) e T. cruzi+ AMT + TF (n = 9) foram diferentes dos grupos néo infectados (*: p < 0,05). (B)
Diferenca entre os tratamentos na semana 4 (F [3, 32] = 9,115; p = 0,0002). Os grupos T. cruzi + TF e
T. cruzi + AMT + TF (n = 9) foram diferentes dos grupos nao infectados (*: p < 0,05). (C) Diferenca entre
os tratamentos na semana 6 (F [3, 34] = 16,01; p < 0,0001). Os grupos T. cruzi+ TF (n=8) e T. cruzi
+ AMT + TF (n = 9) foram diferentes dos grupos nao infectados (*: p < 0,05). (D) Diferenga entre os
tratamentos na semana 7 (F [3, 34] = 18,89; p < 0,0001). Os grupos T. cruzi + TF (n =8) e T. cruzi +
AMT + TF foram diferentes dos grupos nao infectados (*: p < 0,05). Para analise de variancia utilizou-
se o teste one-way ANOVA e teste post-hoc de Tukey para multiplas comparag¢des. Dados expressos
em média + DP.

Observa-se que no decorrer das 4 semanas avaliadas (32, 42, 6% e 7?), a média
de duracgao de escalada dos animais infectados foi mais elevada quando comparada
aos animais sem a infecgao, sugerindo que a infecgao possa ter gerado letargia nos
animais para a execugao das séries. A presenca da AMT n&o alterou o padrao

observado durante a execucéo das séries.

5.3 Perfil inflamatério dos tecidos musculares cardiaco e esquelético
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A concentracao das citocinas TNF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A, foi
avaliada no homogenato de fragmentos de coracao (Figura 15) e do gluteo (Figura
16).

No tecido cardiaco, as concentragbes de TNF (A), IFN-y (B) foram mais
elevadas em animais infectados quando comparadas aqueles sem infecgdo. O
comportamento de TNF, IFN-y e IL-17A (D) mostrou-se semelhante entre os animais
infectados, porém o treinamento de forga, associado a AMT ou ndo, reduziu a
concentragdo destes mediadores em relagdo aos animais infectados. Para o IFN-y,
animais infectados e tratado com AMT apresentaram niveis reduzidos em comparagao
ao grupo apenas infectado. Nao foi observada diferenca para as concentracdes de IL-

10 (C) no tecido cardiaco

Figura 15 - Perfil inflamatério de TNF (A), IFN-y (B) e IL-10 (C) e IL17A (D) no tecido cardiaco
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(A) TNF: diferenga entre os tratamentos (F [7, 51] = 39,58; p < 0,0001). O grupo T. cruzi (n = 8) foi
diferente dos grupos T. cruzi+ TF (n=8) (p <0,001) e T. cruzi + AMT + TF (n=8) (p = 0,001). O grupo
T. cruzi + AMT (n = 7) foi diferente dos grupos T. cruzi + TF (p = 0,0004) e T. cruzi + AMT + TF (p =
0,0004). Os grupos infectados foram diferentes dos grupos nao infectados (*: p < 0,05). (B) IFN-Y:
diferenga entre os tratamentos (F [7, 51] = 48,69; p < 0,0001). O grupo T. cruzi foi diferente do grupo T.
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cruzi + AMT (n=7) (p = 0,04) e dos grupos T. cruzi + TF (p < 0,001) e T. cruzi + AMT + TF (p < 0,001).
O grupo T. cruzi + AMT diferiu do grupo T. cruzi + TF (p = 0,005) e T. cruzi + AMT + TF (p = 0,04) . Os
grupos infectados foram diferentes dos grupos néo infectados (*: p < 0,05). (C) Para IL-10, ndo foram
observadas diferencgas significativas entre os grupos. (D) IL-17A: diferenga entre os tratamentos (F [7,
52] = 16,48; p < 0,0001). O grupo T. cruzi foi diferente dos grupos T. cruzi + TF (p <0,001) e T. cruzi +
AMT + TF (p < 0,001). O grupo T. cruzi + AMT foi diferente do grupo T. cruzi + TF (p = 0,008). O grupo
T. cruzi diferiu de todos os grupos nao infectados (*: p < 0,05). Para analise de variancia utilizou-se o
teste one-way ANOVA e teste post-hoc de Tukey para multiplas comparagdes. Dados expressos em
média + DP.

No tecido esquelético, as concentragdes de TNF (A) e IFN-y (B) apresentaram-
se significativamente mais elevadas nos grupos infectados em relagdo aos grupos néo
infectados. Para este tecido, e fazendo uma anadlise entre os quatros grupos
infectados, além do treinamento de forga (associado ou ndao a AMT), a AMT por si s
também foi capaz de reduzir as concentracoes destes mediadores. A IL-10 (C) nao

apresentou diferengas significativas em sua concentragdo entre os grupos amostrais.

Figura 16 - Perfil inflamatério de TNF (A), IFN-y (B) e IL-10 (C) no tecido esquelético
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(A) TNF: diferenca entre os tratamentos (F [7, 41] = 36,02; p < 0,0001). O grupo T. cruzi (n = 8) foi
diferente do grupo T. cruzi + AMT (n=7) (p = 0,03) e dos grupos T. cruzi + TF (n =8) (p <0,001) e T.
cruzi+ AMT + TF (n = 8) (p < 0,001). Os grupos infectados foram diferentes dos grupos néo infectados
(*: p <0,05). (B) IFN-y: diferenca entre os tratamentos (F [7, 55] = 74,05; p < 0,0001). O grupo T. cruzi
foi diferente do grupo T. cruzi + AMT (p = 0,09) e dos grupos T. cruzi + TF (p <0,001) e T. cruzi + AMT
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+ TF (p < 0,001). Os grupos infectados foram diferentes dos grupos néo infectados (*: p < 0,05). (C)
Para IL-10, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos. Para analise de variancia
utilizou-se o teste one-way ANOVA e teste post-hoc de Tukey para multiplas comparagbes. Dados
expressos em média + DP.

Em esclarecimento a auséncia dos resultados para IL-2, IL-4, IL-6 (ambos os
tecidos) e IL-17A (apenas para o tecido esquelético), ressaltamos que nao foi possivel
realizar as analises devido a nao deteccdo destes mediadores nas amostras

apresentadas pelo método de CBA.
5.4  Atividade da esfingomielinase acida

Com o objetivo de investigar altera¢gdes no metabolismo lipidico associadas ao
modelo experimental proposto, a atividade da EMA foi analisada nos tecidos cardiaco
e muscular esquelético, bem como no plasma dos animais, e apresentadas na figura

17 abaixo.

Figura 17 - Atividade da EMA no homogenato do coragao (A), homogenato do gluteo (B) e plasma (C)
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(A) Homogenato do coragao: diferenga entre os tratamentos (F [8, 47] = 22,39; p < 0,0001). O grupo T.
cruzi (n = 7) foi diferente do grupo T. cruzi + TF (n=7) (p < 0,0001). O grupo T. cruzi + AMT + TF (n =
7) foi diferente dos grupos T. cruzi + TF (p < 0,0001) e T. cruzi + AMT (n =7) (p = 0,01) sendo estes
dois ultimos diferentes entre si (p = 0,001). Os grupos infectados foram diferentes dos grupos nao
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infectados, com excessdo do grupo T. cruzi + AMT + TF (*: p < 0,05). (B) Homogenato do gluteo:
diferenga entre os tratamentos (F [8, 45] = 123,9; p < 0,0001). O grupo T. cruzi foi diferente dos grupos
T. cruzi + AMT (p <0,0001) e T. cruzi + TF (p = 0,005). O grupo T. cruzi + AMT e o grupo T. cruzi + TF
foram diferentes entre si (p < 0,0001). O grupo T. cruzi + AMT + TF foi diferente do grupo T. cruzi +
AMT (p < 0,0001). Os grupos infectados foram diferentes dos grupos nao infectados (*: p < 0,05). (C)
Nao foram observadas diferengas significativas no plasma. Para analise de variancia utilizou-se o teste
one-way ANOVA e teste post-hoc de Tukey para multiplas comparag¢des. Dados expressos em média
+ DP.

A analise do homogenato cardiaco (Figura 17A) evidenciou maior atividade da
EMA nos grupos infectados pelo parasito em comparagao aos nao infectados. Entre
os grupos sem infeccdo, ndo foram detectadas diferengas estatisticamente
significativas. Em contrapartida, nos grupos infectados, os animais submetidos ao
treinamento fisico exibiram aumento da atividade da EMA, enquanto a associagao do

treinamento com a AMT resultou em reducéo significativa dessa atividade.

No homogenato de fragmentos do gluteo (Figura 17B), observou-se
comportamento semelhante, com elevagao significativa da atividade da EMA nos
grupos infectados em relagdo aos nao infectados. Nao houve variagdes relevantes
entre os grupos nao infectados. Ja entre os grupos infectados, o maior nivel de
atividade foi identificado no grupo infectado. O tratamento com AMT promoveu
diminuicdo da atividade da EMA. Ao receber treinamento de forga, os animais
infectados também tiveram a atividade da EMA reduzida, porém, quando associado

ao tratamento com AMT, nenhuma alteracao significativa foi observada.

Em relacdo as amostras plasmaticas (Figura 17C), ndo foram observadas

diferengas estatisticamente significativas entre os grupos analisados.
5.5 Perfil histolégico no tecido muscular esquelético

Ao avaliar os aspectos histolégicos no tecido muscular esquelético dos animais
(Figura 18), observou-se que a infecgdo por T. cruzi causou o aumento de infiltrado
inflamatério quando comparado aos grupos nao infectados (Figura 18A). E ainda,
entre os grupos infectados, o grupo que foi treinado e tratado com AMT apresentou

reducao da contagem de células inflamatérias em comparagéo ao grupo treinado.

Na avaliacdo do diametro da fibra muscular esquelética, observou-se que os
animais infectados tiveram uma reducao neste parametro quando comparados ao
grupo controle sem infecgédo (Figura 18B). Nao foi observada diferenga significativa

entre grupos treinados e ndo treinados.
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Os grupos sem infecgao apresentaram preservagao da arquitetura tecidual e

composicao celular compativel com a normalidade (Figura 19).

Figura 18 - Infiltrado inflamatério e didmetro das fibras no tecido muscular esquelético
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(A) Média de nucleos celulares: diferenga entre os tratamentos (F [7, 40] = 55,36; p < 0,0001). O grupo
T. cruzi + AMT (n=5) e T. cruzi+ AMT + TF (n = 5) foram diferentes entre si (p = 0,02). Os grupos
infectados foram diferentes dos grupos nao infectados (*: p < 0,05). (B) Didmetro das fibras: diferencga
entre os tratamentos (F [7, 45] = 9,383; p < 0,0001). O grupo T. cruzi + AMT foi diferente dos grupos
Controle n&o infectado (n=6) (p = 0,02) e TF (n=7) (p = 0,007). O grupo T. cruzi + AMT + TF também
foi diferente dos grupos Controle (p = 0,02) e TF (p = 0,009). Os grupos T. cruzi + TF e T. cruzi foram
os Unicos diferentes dos grupos nao infectados (*: p < 0,05). Para analise de variancia utilizou-se o
teste one-way ANOVA e teste post-hoc de Tukey para multiplas comparagdes. Dados expressos em
média + DP.

Figura 19 - Fotomicrografia de cortes histoldgicos do tecido muscular esquelético
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Cortes histolégicos do tecido muscular esquelético (gluteo), onde observa-se a presenga de infiltrado
inflamatério (seta) para todos os grupos infectados. Nao foi detectado infiltrado inflamatério nos grupos
sem infecgdo, seja associados ao tratamento com AMT ou ao treinamento de forga. Laminas
histologicas coradas em hematoxilina e eosina (HE).

6 DISCUSSAO

O conceito de saude unica, ou “one health”, esta relacionado a integralidade
nos diferentes ambitos da coexisténcia da raca humana, englobando a saude de seres
humanos interconectada ao reino animal e ao meio ambiente (WHO, 2026). A OMS
reconhece que estes dominios estdo conectados e sao interdependentes, nas quais
estratégias abrangentes e interdisciplinares s&o imprescindiveis para o controle de
doencgas: da prevencgao a deteccédo e tratamento. Este conceito se aplica com precisao
a DC. E importante que fatores como a vigilancia, manejo dos casos e a colaboracéo
entre os setores se fortalecam em um unico propésito de reduzir a transmissao e

controlar o surgimento de novos casos (Oliveira et al., 2024).

Da mesma forma que o conceito de one health se aplica ao controle da doenga,
ele também se sustenta no evento de evolugao clinica/prognéstico da DC. Isso
acontece porque a depender da assisténcia médica e farmacoldgica (sem negligenciar
as caracteristicas genéticas do individuo e as diferentes populagdes do T. cruzi
envolvidas), do padrao alimentar e do padrdo de qualidade de vida, o controle da
resposta imune podera garantir ou ndo um progndstico clinico favoravel ao individuo
acometido pela doenga (Acevedo; Girard; Gomez, 2018; de Araujo et al., 2020; Nunes
etal., 2024).

No que se refere a atividade fisica, a DC foi, por muito tempo, associada a
restricao de treinamentos com caracteristicas aerdbicas ou anaerdbicas, em razao de
fatores agravantes relacionados a alterac¢des funcionais e autonémicas (Bocchi, 2010;
Price et al., 2016). Um aumento agudo em parametros como a frequéncia cardiaca e
presséao arterial, ou mesmo a ativagéo de vias autonémicas em individuos acometidos
com CCC, poderia desencadear eventos em um miocardio com inflamacgao/fibrose e
instabilidade elétrica, levando ao risco de morte subita (Marin-Neto et al., 2007; Rassi
Jr et al., 2009). Seguindo entdo a ldgica clinica, a contraindicagdao do exercicio
extenuante durante a infecgao sistémica se tornou basicamente uma tradicao médica.
Porém, essa tradicdo nao teria negligenciado importantes efeitos adaptativos e
beneficios potencialmente alcangados a longo prazo, com possiveis repercussoes

favoraveis sobre o quadro clinico da DC?
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Estudos recentes, conduzidos tanto em modelos animais quanto em humanos
(Tabela 2), indicam que a prescri¢ao do exercicio fisico precisa considerar o grau de
acometimento clinico, bem como as caracteristicas do préprio exercicio e do programa
de treinamento adotado (Carvalho et al., 2020). Considerando o exercicio de for¢a
associado a DC ou a infecgdo experimental por T. cruzi, os estudos ainda séo
escassos, com excecgao de alguns protocolos mistos (exercicio de forga + exercicio
aerobico) (da Silva Souza et al., 2013; Rodrigues-Junior et al., 2020). Mas nao foram
identificados estudos que contemplassem o treinamento predominantemente

anaerdbico de forma exclusiva.

Os efeitos adaptativos e os beneficios decorrentes da pratica crénica e regular
do exercicio de forca encontram-se amplamente descritos na literatura cientifica.
Destaca-se o0 aumento da forca e da poténcia muscular como consequéncia das
adaptagdes neuromusculares (Blocquiaux et al., 2020; Pinto et al., 2022), além do
aumento da area de secgao transversa (AST) e da rigidez do tecido conjuntivo
(Yasuda et al, 2015). Tais adaptagdes musculares, tanto neurais quanto
morfologicas, resultam em maior eficiéncia na produgdo de forca e na capacidade
funcional do musculo esquelético, sendo fortemente dependentes da aplicacéo de
estimulos mecanicos progressivos e adequadamente periodizados, como o0s
observados em protocolos de treinamento de forgca (Kraemer; Ratamess, 2004).
Embora a maioria dos dados tenha sido obtida em humanos, os principios adaptativos
(como ativagado de via mTORC1 e aumento de sinalizagdo associada a sintese de
proteinas) sao conservados em modelos animais, reforgcando a relevancia de modelos
experimentais com o treinamento de for¢a para compreender de maneira aprofundada

essas adaptagdes (Roberts et al., 2018).

Nosso estudo, realizado em camundongos da linhagem C57BL/6 infectados
com a cepa Colombiana do T. cruzi, demonstrou haver ganho de forga muscular em
animais que realizaram um protocolo de 8 semanas de treinamento de forga em
escada. O ganho de forca observado em camundongos treinados apresenta
relevancia funcional quando considerados em modelos de infecgao crdnica que se
relacionam com risco de comprometimento cardiaco. Uma revisdo sistematica
realizada por Fisher et al., (2022), relatou os principais resultados entre diferentes
protocolos de treinamento de forca e treinamento aerdbico em individuos com quadro

de insuficiéncia cardiaca. Estes autores ndao encontraram evidéncias de que o
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treinamento de forga pudesse causar efeitos indesejados na estrutura muscular
cardiaca, além de relatarem que este tipo de treinamento ndo afetou a fungao
ventricular esquerda dos individuos estudados, dados que sugerem a aplicabilidade
do treinamento de forga em populagdes cardiopatas. E, ainda, dois estudos relataram
aumento no pico de VO2 (Jewiss; Ostman; Smart, 2016; Giuliano et al., 2017). Em
contrapartida, Danduboyina et al., (2023), em estudo da insuficiéncia cardiaca com
fracdo de ejecao reduzida, revelaram que o treinamento resistido em combinagdo com
a terapia aerdbica apresenta maiores beneficios cardiovasculares do que o

treinamento resistido ou aerdbico isoladamente.

De acordo com a Diretriz Brasileira de Reabilitagdo Cardiovascular e
relacionado ao tratamento clinico pleno para doengas cardiovasculares, as
recomendagdes gerais para incremento do treinamento de forga incluem frequéncia
de pelo menos duas vezes na semana, o qual deve priorizar os grandes grupamentos
musculares, e, ainda, as repeticdes, seéries e intensidade do exercicio devem ser
cuidadosamente propostas de acordo com a condi¢do clinica de cada paciente
(Carvalho et al., 2020)

A infeccdo por T. cruzi promove aumento do perfil pro-inflamatério na fase
aguda, (Horta et al., 2018; Pio et al., 2025) e coexisténcia de mediadores inflamatorios
e regulatérios na fase crénica (Leite et al., 2017, Menezes et al., 2026) em modelos
experimentais. E importante ressaltar que o controle parasitario dependera de uma
resposta inflamatéria efetora, principalmente do tipo Th1 em conjunto com
mecanismos microbicidas farmacoldgicos ou fisicos (lvanova et al., 2021, Talvani;
Teixeira, 2011; Queiroga et al., 2021)

Ao avaliar a infeccéo crénica em modelo experimental, observamos a elevacao
de mediadores inflamatérios como TNF e IFN-y nos tecidos cardiaco e esquelético.
Estes resultados podem sugerir uma persisténcia de infiltrado celular nos tecidos
avaliados, com predominio de linfocitos T e producéo local/tecidual associados a leséao
e fibrose (Pereira et al., 2014; Ribeiro et al., 2025). Por outro lado, ndo se identificou
variagdes nas concentracdes de IL-10 muscular, diferentemente de Novaes et al,,
(2017) que observaram um aumento na concentragao de IL-10 muscular em um
modelo de miosite esquelética com ratos Wistar, apés um programa de treinamento
de corrida de 9 semanas. A auséncia de alteragdes significativas em IL-10 muscular

no presente estudo pode refletir particularidades do modelo experimental (espécies
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diferentes de roedores e de cepas do parasito) e do estagio da infeccéo crénica.
Embora a IL-10 seja um importante mediador imunorregulatério, sua expressao pode
ocorrer de forma transitéria e dependente do tempo de coleta, o que pode nao ter sido

capturado na analise realizada.

Ainda sobre a modulagao do perfil inflamatério na infeccéo por T. cruzi, mas
agora em unido com a pratica fisica, o comportamento da resposta imune também se
mostrou relevante. O presente estudo indicou reducdo nas concentragdes dos
mediadores inflamatdrios TNF e IFN-y apds 7 semanas de treinamento de forga. Estes
dados corroboram com Novaes et al, (2017) e Lucchetti et al.,, (2017), que
demonstraram a redugao de niveis plasmaticos de TNF, IFN-y, CCL2, IL-12 e CX3CL1
em roedores infectados com a cepa Y apds treinamento em esteira, reforcando a
hipétese de que a pratica regular de exercicio fisico, mesmo em diferentes
modalidades, € capaz de promover um ajuste fino da resposta imune durante a
infeccdo por T. cruzi. Tal cenario poderia mitigar a producdo exacerbada de
mediadores pro-inflamatorios associados a lesdo tecidual e a progressdo da

cardiomiopatia chagasica.

Estreitamente associada a resposta imune e ligada aos mecanismos
inflamatorios desencadeados apos a infecgao por T. cruzi, a atividade da EMA se
apresentou elevada nos tecidos infectados. Uma revisao de Andrews (2019) relata a
associacao entre a secrecao da enzima e os estimulos que desencadeiam estresse
celular, resultando em danos a membrana plasmatica de células de mamiferos
infectadas. Alguns autores hipotetizam que patdogenos podem induzir danos a
membrana e desencadear mecanismos de reparo celular mediados pela exocitose de
EMA lisossomal (Luisoni et al., 2015; Cavalcante-Costa et al., 2019), culminando na
formagao de microdominios ricos em ceramida na superficie celular e facilitando a
invasao a célula hospedeira. Curiosamente, Fernandes et al., (2011) demonstraram
que ao inibir ou promover a deple¢cao da EMA lissosomal, bloqueando o reparo da
membrana plasmatica, ha redug¢ao acentuada da suscetibilidade celular a invasao do
T. cruzi. Em contrapartida, a adicao extracelular da EMA promoveu a endocitose da

célula hospedeira e intensificou a invasao do parasito.

Sabe-se que o treinamento fisico ocasiona picos transitérios de sobrecarga
hemodindmica e aumento da tensdo parietal (Jenkins et al., 2015) durante as

contracdes, ativando cascatas de sinalizacdo associadas ao estresse celular cardiaco.
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Associado a isso, a EMA participa ativamente de processos de remodelamento
tecidual, modulando a composicgao e a fluidez da membrana plasmatica por meio da
geragcao de ceramida (Henry et al,, 2013; Roux-Biejat et al., 2021). Estes fatores
explicariam a elevagdo da atividade da EMA nos animais infectados que foram
treinados. A drastica redugao da atividade da enzima observada nos animais que
foram infectados e treinados apds inibicdo com AMT, comprova sua agéo inibidora ao
promover dissociacdo da EMA da membrana lisossomal e sua subsequente
degradagao, reduzindo a formagéo de ceramida e atenuando respostas inflamatérias

exacerbadas (Kornhuber et al., 2022).

No tecido muscular esquelético, os resultados indicam um padrao distinto de
regulagéo, no qual a reducdo da atividade da EMA foi “mascarada” pelo treinamento
de forga. Trabalhos prévios demonstram que a EMA se encontra aumentada em
tecidos expostos a inflamacédo cronica, contribuindo para alteragbes estruturais,
apoptose e disfungdo muscular. Um estudo experimental realizado por Roux-Biejat et
al., (2021) demonstra que a inibicdo da atividade da EMA foi capaz de auxiliar
positivamente na regeneragado/reparo do tecido muscular esquelético lesionado,
levando a reducdo da inflamagcdo sem comprometer o desempenho e
desenvolvimento das células satélites, importantes precursoras na formagao de novas
fibras musculares. Em um outro estudo experimental, a inibigdo farmacologica da EMA
feita com amitriptilina (antidepressivo triciclico considerado inibidor funcional da
enzima) (Kornhuber et al., 2022) foi capaz diminuir a neuroinflamag¢ao causada por
uma lesdo cerebral traumatica, reduzindo a agregacao da proteina associada a

encefalopatia traumatica cronica (Niziolek et al., 2020).

Contudo, estudos da literatura mostram, também, que o exercicio fisico pode
atenuar a inflamagao muscular e reduzir a ativagao de vias lipidicas pro-inflamatoérias,
possivelmente por meio da diminui¢ao da producéo local de TNF e IFN-y, mediadores
diretamente associados a ativagédo da EMA (Pedersen; Febbraio, 2012; Beckmann et
al., 2014; Pandolfi et al., 2017). O fato da auséncia de efeito inibitério da AMT pode
sugerir uma resposta local mediada pelo treinamento de forga, onde o0 mesmo
promoveu um ambiente regulatério no musculo esquelético, reduzindo estimulos de

up-regulation necessarios para a ativagcao sustentada da EMA.

A escolha do método de treinamento é um fator determinante para a obtengao

das adaptacdes previamente descritas. Em modelos experimentais, especialmente
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em roedores, o modelo de treinamento em escada tem se demonstrado consistente
na inducédo de adaptagdes associadas ao treinamento de forga, incluindo ganhos de
forca e alteragbes morfofuncionais do musculo esquelético (Cassilhas et al., 2013;
Ferraresi et al., 2015; Costa et al., 2021, Pontes et al., 2025). Curiosamente, o ganho
de forga avaliado por meio do teste de 3RM em animais treinados nao foi refletido nas
andlises histopatolégicas do presente estudo. E valido ressaltar que, além dos
meétodos de treinamento, a escolha do modelo animal também representa um

importante ponto a ser considerado neste contexto.

Estudos revelam que variagbes em tamanho corporal, comprimento de
membros e arquitetura muscular, podem influenciar diretamente a magnitude do
estimulo mecanico imposto durante o exercicio (Lieber; Fridén, 2000; Diniz et al.,
2022). Um estudo de Lacerda et al., 2021, ao avaliar protocolos de treinamento de
forca com diferentes tempos de duracéo na repeticao e as relagdes de forca-angulo
do movimento, revelou que os ganhos de contragdo isométrica voluntaria maxima
foram mais significativos quando o joelho estava em posigdo encurtada (cadeira
extensora - angulo de 30°), ou seja, o movimento havia sido realizado com maior
amplitude. Adicionalmente, Pedrosa et al., (2022), ao investigarem diferentes
amplitudes de movimento na cadeira extensora, observaram que adaptagdes
hipertroficas ocorreram de forma especifica em determinadas regides do reto femoral
e vasto lateral, variando conforme o angulo e a fase do movimento. Tais evidéncias
demonstram que o treinamento de forca pode induzir hipertrofia de maneira nao
uniforme na musculatura em questdo, fendbmeno descrito como hipertrofia

regionalizada.

De forma semelhante, Diniz et al., (2022) demonstraram que a manipulagao do
tempo de agdo muscular altera o perfil forga-angulo ao longo da amplitude e resulta
em respostas hipertréficas distintas entre regides proximais, médias e distais do
quadriceps, reforcando a hipétese de hipertrofia regionalizada. Com isso, é possivel
que, no modelo adotado, o treinamento tenha promovido adaptagdes neurais
suficientes para o ganho de for¢a, mas insuficientes para induzir hipertrofia detectavel
por analise histolégica. Isso reforca que a resposta morfoldgica ao treinamento de
forca é altamente dependente da interagao entre tipo de protocolo, biomecanica do

movimento e caracteristicas modelo experimental/amostra.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, os achados do presente estudo reforgam o potencial do exercicio
fisico, em especial do treinamento de for¢a, como um modulador de vias bioldgicas
relevantes na infec¢ao por T. cruzi, incluindo a regulacéo da atividade da EMA e de
mediadores inflamatoérios associados a progressdao do dano tecidual. No entanto,
apesar dos efeitos observados em modelos experimentais, é fundamental reconhecer
as limitagdes inerentes a extrapolacdo desses resultados para o contexto clinico
humanao. Diferengas fisioldgicas, imunoldgicas e biomecanicas entre modelos animais
e seres humanos, bem como a heterogeneidade das respostas individuais a infecgao,
impdem a necessidade de cautela na interpretacdo e aplicagcdo desses achados. A
DC apresenta ampla variabilidade clinica, imunoldgica e evolutiva entre individuos, de
modo que intervengdes baseadas no exercicio fisico devem ser aplicadas de forma
criteriosa, personalizada e integrada ao acompanhamento clinico. Assim, embora o
exercicio fisico se apresente como uma estratégia adjuvante promissora no manejo
da DC, sua aplicacao deve ser pautada por evidéncias cientificas robustas, avaliagao
individualizada e constante monitoramento, assegurando que seus beneficios

potenciais superem eventuais riscos em cada contexto especifico.

8 LIMITAGOES DO ESTUDO

Relativo ao tratamento farmacolégico, o intuito inicial seria utilizar o composto
A-923 (Amitriptyline hydrochloride solution), certificado e fabricado pela Cerilliant®, e
vendido pela Merck® (Sigma Aldrich), para a inibigdo da EMA. Porém, ao consultar o
representante de vendas (representante da Sigma), o mesmo nos informou que se
tratava de um produto controlado pela Portaria 344 (que classifica as substancias sob
controle especial, as quais se aplicam regras especificas para sua prescricao e
dispensacédo). Assim, a Sigma/Brasil ndo teria licenga para importagao deste produto.
Como alternativa, optamos por utilizar a manipulacdo do xarope de cloridrato de
amitriptilina.

No que diz respeito a auséncia dos dados do tecido muscular cardiaco na
andlise histologica, durante a etapa experimental ocorreu a substituicdo do
microscopio utilizado para aquisicdo das imagens histolégicas. Como parte das
laminas ja havia sido analisada no equipamento anterior, a utilizacdo de um novo

microscopio poderia introduzir variagbes metodoldgicas relevantes, comprometendo
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a padronizacao e a comparabilidade das imagens dos grupos restantes. Dessa forma,
optou-se por manter a apresentagcédo apenas do tecido muscular esquelético, que foi
avaliado antes que a troca ocorresse, considerando também a limitagcao temporal para
a conclusdo das analises até a data da defesa.

Outra limitagdo importante foi a auséncia de avaliagao funcional cardiaca, que
permitiria uma compreensao mais integrada das repercussoes fisiolégicas da nossa
intervencdo. Durante o desenvolvimento do projeto, foi realizada a aquisi¢do de
equipamento especifico para essa finalidade, no entanto, verificou-se posteriormente
a incompatibilidade do probe disponivel com o modelo experimental utilizado
(camundongos). A necessidade de aquisicdo de um novo probe, associada ao tempo
necessario para sua obtencao e adaptagao do protocolo, impossibilitou a realizacao
dessas analises antes da necropsia dos animais. Assim, destaca-se que a inclusao
de avaliagbes funcionais cardiacas em estudos futuros podera contribuir para uma
melhor correlagdo entre alteragdes moleculares, inflamatérias e o desempenho
cardiaco.

Por fim, a auséncia de avaliagao de vias moleculares diretamente relacionadas
a hipertrofia muscular, como a via mTOR (mechanistic target of rapamycin), configura
uma limitagdo importante para a interpretacdo mecanistica dos achados.
Considerando que o treinamento de for¢ca € amplamente associado a ativagao dessa
via, a analise de seus componentes poderia fornecer informacdes relevantes sobre os
mecanismos celulares envolvidos nas adaptacbées musculares observadas. Dessa
forma, a auséncia dessa analise limita a compreensdo mecanistica mais aprofundada
dos efeitos observados, sendo recomendada sua inclusao em investigacoes futuras
para elucidar possiveis interacdes entre metabolismo lipidico, sinalizacdo anabdlica e

resposta ao treinamento fisico.
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