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RESUMO

A doenca de Chagas € uma enfermidade negligenciada, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi. Esse organismo infecta hospedeiros invertebrados e
vertebrados, enfrentando varios desafios para sua sobrevivéncia. Em mamiferos, a
infeccdo leva a respostas oxidantes pelas células, por meio da geragédo de espécies
reativas do oxigénio (ROS). A literatura cientifica revela que os efeitos dessas
substancias podem ser tanto deletérios, quanto benéficos, levando a morte celular
ou promovendo a multiplicacao parasitaria. As razdes para essas diferengas nao sao
bem compreendidas, mas dados mostram que cepas pertencentes a diferentes
unidades discretas de tipificacdo (DTUs), respondem de modos variados a esses
estimulos. Buscou-se obter informagdes acerca da influéncia de ambientes
intracelulares, oxidantes ou redutores, sobre a taxa de divisdo celular de
amastigotas de T. cruzi pertencentes as DTUs | e Il por meio do agrupamento de
estudos em uma revisdo sistematica, com meta-analise. A pesquisa foi feita nas
bases de dados PubMed e Embase, no dia 06 de setembro de 2020, sem
preferéncia de linguagem, excluindo-se estudos de natureza secundaria e da
“literatura cinza” (revisdes, editoriais, resumos de congresso, teses e dissertagoes).
A estratégia de busca foi elaborada a partir da determinagdo da populagéo
(Trypanosoma cruzi) e da intervengao (ROS) com o uso de vocabulario controlado
de cada uma das bases de dados (MesH, Emtree), titulo e resumo, termos livres.
Obteve-se 1109 estudos, dos quais se removeu as duplicatas e se avaliou com base
em titulo, titulo e resumo, metodologia, seguindo critérios de inclusdo e excluséo
pré-definidos. Ao final, oito artigos de uma lista de elegiveis foram selecionados, por
meio de uma ferramenta online de geragao de numeros aleatorios, para a eliminagao
de possiveis vieses durante o processo de selecdo. As referéncias incluidas foram
heterogéneas, englobando dados de varias cepas parasitarias, linhagens celulares,
animais e técnicas, que se refletiu nos dados estatisticos, como o teste do 2. Apos a
meta-analise, ndo foi possivel identificar um perfil DTU-especifico de proliferagcao
intracelular. Além da heterogeneidade, destaca-se a existéncia de poucos trabalhos
avaliando o efeito do estresse oxidativo sobre a proliferagcao de T. cruzi, indicando a

necessidade de mais investigagdes experimentais nessa area.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Ambiente Intracelular. Multiplicacdo de

Amastigotas. Modelos Laboratoriais. Sintese da Evidéncia Cientifica.



ABSTRACT

Chagas disease is a neglected malady caused by the protozoan Trypanosoma cruzi.
This organism infects invertebrate and vertebrate hosts, in which it faces several
challenges for survival and proliferation. In mammals, the infection leads to cell
oxidative responses generating reactive oxygen species (ROS). Scientific literature
demonstrates that the effects of ROS can be both harmful and beneficial to T. cruzi,
leading to cell death mechanisms or promoting its multiplication. The reasons for
those differences are not well understood, but data show that strains belonging to
different discrete typing units (DTUs) respond differently to these stimuli. Thus, we
sought, by grouping studies in a systematic review with meta-analysis, to obtain
information about the influence of oxidizing or reducing intracellular environments on
the rate of T. cruzi amastigote replication, focusing on strains belonging to DTUs |
and Il. The research was conducted in PubMed and Embase, in September 6™,
2020, without language restrictions and not including secondary or ‘grey literature’
(reviews, editorials, congress abstracts, thesis, dissertations). The search strategy
was built determining population (Trypanosoma cruzi) and intervention (ROS) with
controlled vocabulary (MesH, Emtree), title, title and abstract and free terms. 1109
references were recovered. They were screened to remove duplicates and by
analysis of title, title and abstract, as well as methodology with help of inclusion and
exclusion criteria, defined a priori. A list with eligible studies was obtained and eight
of them were randomly selected by means of an online tool for generation of random
numbers, to minimize bias in the selection process. The papers included in the meta-
analysis were heterogeneous, gathering data from several parasite strains,
techniques for assessing T. cruzi burden, as well as cell and animal lineages,
reflected in the statistical data, I>-test of heterogeneity. After the meta-analysis was
performed, it was not possible to identify a DTU-specific profile for intracellular
multiplication. Besides the heterogeneity in the papers, we highlight the existence of
very few studies evaluating the effect of oxidative stress on the intracellular
proliferation, indicating the need for further experimental investigation in this area.

Key-words: Trypanosoma cruzi. Intracellular Environment. Amastigote Multiplication.

Laboratory Models. Synthesis of Scientific Evidence.
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1 INTRODUGAO

A doencga de Chagas é uma doenga parasitaria negligenciada e multifatorial
que afeta milhares de pessoas pelo mundo, cujo agente etiolégico € o protozoario
parasito Trypanosoma cruzi (WHO, 2018). As formas de vida desse organismo sao
tdo complexas quanto a enfermidade que ele provoca, sendo elas: as epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas, além de seus estagios intermediarios de
diferenciacao (CHAGAS, 1909; BRENER, 1965, BRENER, 1969; PRATA, 2001; de
SOUZA; BARRIAS, 2020). As epimastigotas e as amastigotas sdo as formas
replicativas, enquanto as tripomastigotas séo as formas infectantes (CHAGAS, 1909;
de SOUZA; BARRIAS, 2020; RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). As formas
tripomastigotas podem ser divididas em metaciclicas e sanguineas, estando
presentes nos hospedeiros invertebrado e vertebrado, respectivamente (CHAGAS,
1909; de SOUZA; BARRIAS, 2020; RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Durante o processo de colonizacdo de seus hospedeiros, cada uma delas
encontra-se exposta a ambientes intra ou extracelulares com caracteristicas
diversas, sendo varios os desafios a serem superados para se perpetuar como
espécie. A interagao de T. cruzi com os ambientes intracelulares influencia o curso
da infecgdo e contribui para desfechos futuros favoraveis ou ndo em casos em
humanos. Dentre os diversos fatores que podem influenciar a colonizagao celular
pelo T. cruzi, destaca-se aqui a ocorréncia do estresse oxidativo e seus niveis de
producao.

O estresse oxidativo € mediado pela produgdao de espécies reativas do
oxigénio (ROS) e citocinas inflamatérias e € importante para o controle de agentes
infecciosos em seus hospedeiros, minimizando a proliferacdo e dispersao desses
patégenos (MACHADO et al. 2012). Por muito tempo, acreditou-se que morte
parasitaria e inibicdo da proliferacdo eram os unicos desfechos provaveis para a
exposicao de T. cruzi a tais substancias (PIACENZA et al. 2007). Entretanto, na
ultima década, cresceram as investigagdes a respeito do efeito benéfico das
espécies reativas do oxigénio para a multiplicacdo de diferentes tipos celulares,
incluindo formas amastigotas de T. cruzi. Os niveis de ROS necessarios ou
responsaveis por esses efeitos benéficos ainda ndo sdo conhecidos e, no caso do T.
cruzi, nem se tem um consenso a respeito da habilidade de cada cepa ou unidade

discreta de tipificacdo (DTUs) reconhecer e reagir ao sinal promovido por ROS.
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Esse trabalho visa obter um maior conhecimento nesse campo por meio da
revisao sistematica da literatura e meta-analise dos dados, tentando correlacionar os
perfis replicativos de amastigotas de diferentes grupos de T. cruzi (DTUs | e Il) com
ambientes mais ou menos oxidativos. Esse tipo de analise permite que se tenha
uma maior confianga nos resultados obtidos e uma visdo ampliada do problema, ja
que resulta de agrupamentos com critérios bem definidos.

Essa dissertacao foi feita com base em dados de pesquisas basicas, in vitro e
in vivo. Estes sdo geralmente heterogéneos, mas possibilitam que se avalie
diferentes padrbes e tendéncias, tal como aspectos metodolégicos importantes,
contribuindo, assim, para futuros sucessos em pesquisas de natureza aplicada e/ou

clinica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Esse capitulo aborda aspectos basicos sobre o protozoario Trypanosoma
cruzi e da Doenga de Chagas. Dentre eles, aspectos histéricos, epidemiologicos, de
biologia celular e parasitaria, tal como aspectos evolutivos e taxonémicos do
parasito. Além disso, sdo apresentadas as espécies reativas do oxigénio (ROS) e

sua relagao com o parasito em questéo.

2.1 Ciclo de vida de T. cruzi e a doenga de Chagas

O T. cruzi é um protozoario com habitos de vida parasitarios. E capaz de
infectar varios grupos dentro do Reino Metazoa, sendo o agente causador da
doenca de Chagas ou tripanossomiase americana. Destacam-se os artropodes da
ordem dos hemipteros, subfamilia Triatominae, que agem como vetores da doencga,
e diversas ordens e superordens de mamiferos: Didelphimorphia, Xenarthra,
Rodentia, Primata, Carnivora, Chiroptera, Artiodactyla, que atuam como
reservatorios ou hospedeiros vertebrados para a doenca de Chagas (JANSEN,
XAVIER, 2017).

O T. cruzi apresenta formas estruturalmente distintas com papéis biolégicos
variados em seus hospedeiros vertebrados e invertebrados (CHAGAS, 1909; RASSI
JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). O ciclo do parasito e da doenga de Chagas
acontece quando um triatomineo, no momento de seu repasto sanguineo, ingurgita-
se de sangue de um vertebrado e defeca sobre o local da ferida (CHAGAS, 1909;
RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Nas fezes e urina desse inseto, estdo
presentes formas flageladas do protozoario que sao altamente infecciosas,
chamadas de tripomastigotas metaciclicas, que se diferenciam a partir de
epimastigotas (formas replicativas), principalmente na regido do intestino posterior e
reto do barbeiro (CHAGAS, 1909). As tripomastigotas metaciclicas penetram na
regiao lesionada da pele ou mucosas quando o hospedeiro vertebrado se coga. Uma
vez que isso acontece, esses parasitos podem infectar células no local de
penetracdo ou atingir a corrente sanguinea do animal e varios sistemas orgéanicos
(figura 1) (CHAGAS, 1909; RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Uma vez no

interior das células, as tripomastigotas se transformam em amastigotas, que sédo as
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formas replicativas no hospedeiro vertebrado. Apds sucessivas divisdes no interior
celular, essas amastigotas se transformam novamente em tripomastigotas, agora
denominadas sanguineas, e podem infectar novas células ou cair na circulagéo e
serem ingeridas por novos insetos vetores durante o repasto sanguineo, fechando o
ciclo (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Trypomastigotes transform inta
epimastigotes, and epimastigotes
replicate by binary fission (midgut)
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Figura 1: Ciclo de vida classico de T. cruzi.

A figura mostra o ciclo de vida do Trypanosoma cruzi em seus hospedeiros invertebrado e
vertebrado. O ciclo se inicia com a ingestdo de tripomastigotas presentes no sangue, de um
hospedeiro vertebrado infectado, durante o repasto pelo hospedeiro invertebrado (varias espécies de
barbeiros reduviideos tém esse papel). Uma vez no intestino médio do hospedeiro invertebrado,
essas formas se transformam em epimastigotas (formas replicativas), iniciando sua multiplicagdo
nesse hospedeiro. Essas formas entdo migram para o intestino posterior do barbeiro transformando-
se em formas tripomastigotas metaciclicas, infectantes para o hospedeiro vertebrado. Durante o
repasto sanguineo as tripomastigotas metaciclicas sdo eliminadas junto com as fezes do barbeiro,
podendo penetrar no hospedeiro vertebrado pelo local da picada ou diretamente através da mucosa.
No hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas metaciclicas sao capazes de infectar diversos
tipos celulares, transformando-se em amastigotas, as quais sdo capazes de se multiplicarem no
ambiente intracelular. Apds varias divisbes, as amastigotas se transformam novamente em
tripomastigotas (agora denominadas de tripomastigotas sanguineas), que sdo liberadas no ambiente
extracelular, podendo infectar novas células ou atingir a corrente sanguinea ou serem ingeridas
novamente por um hospedeiro invertebrado, fechando o ciclo. Fonte: Adaptado de Rassi JR.; Rassi &
Marin-Neto (2010), p. 1389.
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A doenca de Chagas é caracterizada por duas fases: a aguda e a cronica. A
primeira dura de dois a quatro meses, periodo em que a parasitemia € detectavel e
geralmente seus sintomas s&do brandos (CHAGAS, 1916; DUTRA et al., 2009;
LOPEZ et al. 2018). Nos casos agudos sintomaticos, menos de 5-10% dos casos
evoluem para obito, sendo ocasionados por miocardites, meningoencefalites ou
ambos (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). A manifestagdo aguda da doenca
pode ser mais grave em individuos com menos de cinco anos de vida, idosos,
imunossuprimidos ou com alta carga parasitaria, como acontece geralmente por
meio da infecgdo oral (WHO, 2015). Chagas (1916) descreveu a forma aguda da
moléstia principalmente em criangas, na regido de Lassance - MG. Dentre os
sintomas, que aparecem de uma a duas semanas apos a infecgdo, destaca-se: os
edemas generalizados, manifestacbes nos sistemas digestivo, cardiaco e nervoso
central, os ultimos com mau prognostico (CHAGAS, 1916, RASSI JR; RASSI;
MARIN-NETO, 2010). As pessoas acometidas pela doenca em questdo tinham em
comum as peéssimas condicdbes de moradia (figura 2), as quais favoreciam a
proliferacdo dos triatomineos transmissores do T. cruzi, assim como acesso precario
a saude e nutricdo, evidenciando o carater socioecondmico da enfermidade
(CHAGAS, 1909; PRATA, 2001, LACERDA, 2009).

Figura 2: Exemplo de uma casa de pau-a-pique e a numerosa familia que la vivia.
Foto mostrando habitagdo de pau-a-pique, local propicio a instalagdo do hospedeiro
invertebrado do Trypanosoma cruzi. Fonte: Lacerda (2009), p. 138.
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Com o decorrer do tempo, o sistema imunoldgico € capaz de controlar, com
certa eficacia, os niveis parasitarios e o acometido entra na fase cronica, a qual
pode se desenvolver para a forma indeterminada ou sintomatica (figura 3) (DUTRA
et al., 2009). Segundo Rassi et al. (2017), na forma indeterminada, os individuos,
embora positivos para o T. cruzi quando testados em exames laboratoriais, nao
apresentam sintomas ou os exibem alteragdes bastante leves quando é feita uma
avaliagcdo médica mais profunda. Devido a isso, sdo descritos como infectados,
porém sem a doenca de Chagas, ja que nao exibem patologia correspondente a ela
e apresentam bom prognéstico de vida (RASSI et al. 2017). E importante destacar
que os pacientes com a forma cronica indeterminada podem evoluir para a forma
sintomatica (RASSI et al. 2017). Entretanto, os mecanismos dessa mudanga de

perfil patogénico ndo sdo completamente conhecidos (RASSI et al. 2017).

[ Chagas disease ‘
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Figura 3: Fases e formas da doenga de Chagas

Fluxograma indicando as diferentes fases da infecgdo do hospedeiro humano pelo Trypanosoma
cruzi, bem como as diferentes formas clinicas apresentadas pelos pacientes infectados. Fonte: Rassi
etal. (2017), p. 654.

Na fase crbnica sintomatica os infectados podem ser agrupados em trés
formas: cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO,
2010; RASSI et al. 2017). A cardiopatia chagasica € uma das manifestagdes mais
graves da doenga (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Ela apresenta um perfil
arritmogénico e diversos graus de acometimento do individuo, que vao de formas
leves a cardiomegalias e faléncias cardiacas (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO,
2010; BERN, 2015, RASSI et al. 2017). As formas digestivas envolvem prejuizos no
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esobfago, intestino delgado e colon, envolvendo seus plexos nervosos e a perda de
suas fungbes, levando a dilatacdo obstrugdo dos mesmos (RASSI JR; RASSI;
MARIN-NETO, 2010; RASSI et al. 2017).

2.2 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude estima que oito milhdes de pessoas
estejam infectadas pelo T. cruzi (WHO, 2018). Ainda de acordo com a instituicédo, a
tripanossomiase americana provoca a morte de mais de 10.000 individuos por ano.
O indice de detecgao e de tratamento da enfermidade s&o baixos, de modo que
menos de 10 por cento da populagdo € diagnosticada no continente americano e
cerca de um por cento é tratada (DNDi, 2018).

O modo de disseminacdo da doenga de Chagas adquiriu novos perfis com a
modificagcdo dos habitos humanos. A enfermidade estava presente em populagdes
originarias das regides do Chile e do Peru ha cerca de 9000 anos e permaneceu,
aparentemente, constante ao longo dos anos (AUFDERHEIDE et al. 2004). Segundo
os autores, as formas de constru¢cao de habitagdes, com materiais naturais; a forma
de preservacao de corpos apos a morte, envolvendo desmembragao e possivel
ingestdo de sangue contaminado, além da transmissdo congénita, teriam sido
favoraveis ao estabelecimento do ciclo doméstico da tripanossomiase. Os ritmos
migratérios humanos disseminaram o protozoario para areas nao endémicas, como
paises da América do Norte, Europa e Asia (figura 4) (LIDANI et al. 2019).
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Figura 4: Distribuicdo de imigrantes acometidos com infec¢gdes pelo T. cruzi na América do
Norte, Europa, Asia e Oceania.

llustragdo mostrando o niumero de imigrantes infectados pelo parasito em diversos paises do mundo.
Cada cor representa uma quantidade especifica de imigrantes infectados. Fonte: Adaptado de Lidani
et al. (2019), p. 8.

Ha formas alternativas de propagacéo da infeccdo. Elas incluem a ingestéo
de alimentos in natura contaminados, como os caldos de acai e cana-de-agucar; as
transfusbes sanguineas e de hemoderivados nao liofilizados; os transplantes de
orgaos; pelas vias sexual, placentaria ou pelo canal do parto, tal como por acidentes
laboratoriais (PRATA, 2001; COURA & DIAS, 2009).

2.3 Classificagado taxonomica e filogenia de T. cruzi

O T. cruzi € um organismo eucarioto, do filo Euglenozoa, classe
Kinetoplastea, subclasse Metakinetoplastina; ordem Trypanosomatida, familia
Trypanosomatidae, género Trypanosoma e subgénero Schizotrypanum (NCBI
Taxonomy ID: 5693) (SCHOCH et al. 2020).

A espécie se apresenta como sendo clonal, com eventos raros de
hibridizagdo, o que permitiu a divergéncia de linhagens separadas (ANDRADE,
1999). Varias formas de estudar tais linhagens foram reportadas ao longo do tempo,
sendo baseadas em: comportamentos biolégicos, perfis enzimaticos, em
caracteristicas genéticas dos DNAs genOmicos e mitocondriais, além de

polimorfismos nos RNAs ribossémicos (ANDRADE, 1999). Essas classificagbes
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foram unificadas sob o titulo de Unidades Discretas de Tipificacdo (discrete typing
units, DTUs), ou seja, “grupos de organismos que tém mais similaridades entre si do
que com outros” e se baseiam em caracterizagdes genéticas, moleculares e
imunoldgicas comuns que podem ser identificadas por marcadores especificos
(ZINGALES et al. 2009; WESTENBERGER et al. 2005). Inicialmente as DTUs
compreendiam apenas dois grandes grupos: T. cruzi | e ll, o ultimo com uma série
de subdivisbes, com cepas de naturezas n&o hibridas e hibridas, que possibilitaram
a identificacao de grupos parentais e derivados do tripanossomo (WESTENBERGER
et al. 2005). Segundo Zingales et al. (2012), dois modelos para a evolugao do

protozoario sao propostos (figura 5).
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Figura 5: Modelos evolutivos de origem dos grupos de T. cruzi.

Tcl-VI: grupos de T. cruzi com caracteristicas biolégicas que permitem seu agrupamento em
unidades discretas de tipificacdo (DTUs), sendo que as origens para isso divergem conforme os
modelos A (dois eventos de hibridizagdo — two-hybridization) e B (trés ancestrais — three
ancestor). Fonte: Zingales et al. (2012), p. 242.

Existem sete DTUs descritas: I, Il, Ill, 1V, V, VI e Tcbat, sendo que a ultima
exibe caracteristicas genéticas distintas dos outros grupos e nédo se desenvolve bem
em vetores invertebrados tipicos de criagdes laboratoriais, como Triatoma infestans,

Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus (ZINGALES et al. 2012). As
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distribuicbes geograficas e o carater doméstico ou silvestre de cada grupo podem

ser observados na (figura 6).

Figura 6: Ciclos domésticos e silvestres de T. cruzi na América Latina e Estados
Unidos.

Tcl: ciclo doméstico no norte da América do Sul, América Central e sul do México e
silvestre, no sul estadunidense e norte mexicano. Tcll: ciclo doméstico na América do Sul
central e silvestre, no sul do Brasil. Tclll: ciclo doméstico disperso em regiées do Brasil,
Argentina, Paraguai, Peru e silvestre, na regido central da América do Sul, Colédmbia e
Venezuela. TclV: ciclo doméstico no norte brasileiro e venezuelano e silvestre, na regiao
norte da América do Sul e sul estadunidense. TcV: ciclo doméstico na Argentina, Bolivia,
Paraguai e Chile e silvestre, em pontos dispersos pela Bolivia e Paraguai. TcVI: ciclo
domeéstico as regides centrais e sul do Brasil, no Paraguai, leste boliviano e norte argentino.
Fonte: Zingales et al.(2012), p. 243.

Outros grupos de pesquisa sugerem que a classificagdo das DTUs necessita
ser mais bem avaliada e incluir areas geograficas de estudo extensas (BARNABE et
al. 2016). Com base em trés genes, dados presentes na literatura e usando técnicas
estatisticas para a construgcdo de arvores filogenéticas, os autores propéem o
agrupamento de T. cruzi em mtTcl, mtTcll e mtTclll (BARNABE et al. 2016). De
modo que os grupos | e Il tém grande distancia evolutiva e o ultimo uma posi¢cao
intermediaria entre ambos. S&o reportados eventos de introgressdo de genes
mitocondriais de Tclll em uma das cepas pertencentes @ DTU | (BARNABE et al.
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2016). A nova proposicao classificatéria tem como objetivo mostrar que a evolugéo
do parasito envolve um cenario mais complexo do que o anteriormente proposto,
envolvendo redes filogenéticas, ja que os eventos tém relagdo com evolugao

reticulada, como hibridizagéo, mosaicismo e recombinacgéo (BARNABE et al. 2016).

2.4 Espécies reativas do oxigénio (ROS)

As espécies reativas do oxigénio (reactive oxygen species, ROS) sao
substancias derivadas do oxigénio e abrangem moléculas distintas que atuam como:
radicais livres, ndo radicais, espécies reativas do nitrogénio (RNS), que podem ser
ou nao consideradas como ROS, e do cloro (RCIS) (figura 7) (LI; JIA & TRUSH,
2016; HERB & SCHRAMM, 2021).

Essas moléculas funcionam em muitos casos como sinalizadoras, atuando
como segundos-mensageiros (NORDZIEKE & MEDRANO-FERNANDEZ, 2018). A
capacidade delas de transmitir os sinais depende de suas reatividades quimicas, da
meias-vidas e capacidade de cruzarem membranas celulares (NORDZIEKE &
MEDRANO-FERNANDEZ, 2018).

Superoéxido (0,™);

Radicais livres

Peroxido de
N3o-radicais hidrogénio (H,0,);
Oz6nio (0,)
Copeliss i di Peroxinitrito (ONOO')
nitrogénio
I Espécies reativas do Acido hipocloroso
cloro (HOCI)

Figura 7: Classificagdo das espécies reativas do oxigénio e exemplos de moléculas em cada
categoria.

A figura ilustra os tipos de espécies reativas de oxigénio e seus representantes em cada categoria.
Fonte: Da autora, baseada na classificagdo apresentada por Li, Jia, Trush (2016).
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As membranas celulares podem funcionar como alvos para as espécies
reativas do oxigénio (ROS), reagindo com tais substancias, o que limita e
compartimentaliza a acdo dos ultimos (figura 8) (NORDZIEKE & MEDRANO-
FERNANDEZ, 2018; MOLLER et al. 2019). Por outro lado, dependendo da natureza
da molécula, elas sdo capazes de atravessar as membranas, fazendo com que mais
locais possam ser afetados e que seus efeitos devam ser limitados, portanto, por
outros agentes, como, por exemplo, pelos antioxidantes (NORDZIEKE &
MEDRANO-FERNANDEZ, 2018; MOLLER et al. 2019).

Ha ainda outras espécies reativas diferentes das apresentadas acima. Uma
delas € o sulfeto de hidrogénio (H2S), que € um uma molécula sinalizadora gasosa
(gasotransmitter) (PAUL & SNYDER, 2012). Ele é permeavel a membranas e tem
acao de sulfidrilacdo de residuos de cisteina em proteinas (PAUL & SNYDER,
2012). O papel desses sinais parece ser tdo relevante quanto os de fosforilagdo e
nitrosilagdo. O H,S atua geralmente na ativagdo da atividade enzimatica, ao
contrario do o6xido nitrico (NO), o qual esta envolvido em promover eventos
inibitérios. A importancia do H,S e de seus derivados esta relacionada com neuro e
vasodilatagdo em mamiferos e com a sintese de cisteina em plantas, (PAUL &
SNYDER, 2012; MOLLER et al. 2019). O anion hidrossulfeto (HS") é produto do da
reacdo de equilibrio quimico do H,S, com peroxido de hidrogénio (H»0,),
peroxinitrito (ONOQ) e hipoclorito (OCI’), e teve canais ibnicos descritos em uma
espécie de procarioto, e (PAUL & SNYDER, 2012; MOLLER et al. 2019).
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Figura 8: Permeabilidade de espécies reativas as membranas lipidicas.

A figura ilustra a capacidade de permeabilidade as membranas celulares dos diferentes tipos de
espécies reativas de oxigénio. Quanto maior a espessura da seta, maior a capacidade de atravessar
livremente a membrana. Para algumas espécies sdo mostrados os canais de passagem exigidos para
seu transporte através da camada lipidica. Fonte: Moller et al (2019), p. 15.

2.5 Acoes das espécies reativas do oxigénio (ROS) nos seres vivos

As espécies reativas do oxigénio (ROS) tém agdes sobre diversos
organismos. Em plantas, a sinalizagdo por ROS afeta processos como morfogénese,
gravitropismo e morte celular programada (CHMIELOWSKA-BAK; IZBIANSKA;
DECKERT, 2015). Aparentemente, ha um perfil geral de resposta ao estresse
oxidativo e outro, distinto, para tipos especificos de ROS gerados em cada organela,
embora isso ainda seja pouco claro (CHMIELOWSKA-BAK; IZBIANSKA; DECKERT,
2015). Em Leishmania infantum e Leishmania donovani, os estimulos com peréxido
de hidrogénio (H20,) e menadiona, a qual estimula a produgao de superoxido (O27)
pelas mitocéndrias, foram responsaveis pela maior diferenciacdo, em cultura, de
promastigotas em amastigotas, tal como pelo aumento de genes tipicos desta forma
de vida (KHAN; ANDREWS; MITTRA, 2018).

Os sinais produzidos pela agdo das espécies reativas do oxigénio (ROS) nas
células de mamiferos infectadas pelo T. cruzi também s&o variados. Romana &

Meyer (1942) reportam que macréfagos com caracteristicas bioldgicas distintas
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podem se comportar contribuindo para a morte dos parasitos ou permitindo que eles
se dividam em seu interior. Tanaka; Tanowitz; Bloom (1983) apontaram que um
clone da linhagem de macréfagos murinos J774, com capacidade reduzida de
geracao de espécies reativas do oxigénio, promoveu melhor desenvolvimento
intracelular de protozoarios incubados em sua presenca (tripomastigotas e
epimastigotas) do que outra linhagem sem prejuizo na geragdo da exploséo
oxidativa (oxidative burst).

Estudos do nosso grupo de pesquisa, por outro lado, demonstraram que
cepas de T. cruzi de unidades discretas de tipificacdo (DTUs) | e Il se comportam de
maneira diferenciada a estimulos oxidantes (DIAS et al. 2017). A cepa JG (DTU II)
foi capaz de gerar maior producdo de espécies reativas do oxigénio em
cardiomidécitos quando comparado com um clone da cepa Colombiana (clone 1.7G2,
DTU I). Segundo este trabalho, JG se dividiu com maior intensidade no periodo de
tempo observado (24h-72h poés-infecgao), em cardiomiocitos murinos (BALB/c) ou
humanos (iPCs diferenciados), do que o clone Col1.7G2. Quando as culturas
infectadas com cada uma das linhagens parasitarias foram tratadas com a enzima
antioxidante polietilenoglicol-catalase (PEG-catalase), houve reducédo na divisdo de
JG, mas nao de Col.1.7G2. Em epimastigotas, o clone Col1.7G2 apresentou maiores
niveis de enzimas antioxidantes, o que sugere uma possivel maior protegédo a
agentes oxidantes do que JG. Em fibroblastos murinos embrionarios (MEFs de
C57BL/6) nao houve diferencas em termos de proliferacao dessas duas populagdes
do parasito. No entanto, nesse tipo celular ndo foi observada producéo de ROS pds-
infecgdo. Dessa forma, o estudo concluiu que ROS poderia ser um sinalizador para
o desenvolvimento intracelular de T. cruzi, mas nao foi possivel determinar se a
quantidade de ROS produzida e/ou a cepa do parasito poderia interferir nesse
processo de sinalizagao (DIAS et al. 2017).

Dos Santos et al. (2020) demonstraram o papel das ciclofilinas na produgao
de espécies reativas do oxigénio (ROS) pelas células e sua correlagdo com a
multiplicagdo de amastigotas intracelulares. Os autores estudaram a TcCyP19, uma
ciclofilina que possui em torno de 72% de similaridade com CyPA, que é uma
ciclofiina de mamiferos. Eles usaram linhagens de mioblastos L6 (Rattus
novergicus) modificadas para expressarem a ciclofilina parasitaria e também T. cruzi

modificados superexpressores transfectados com TcCyP19-HA (TcCyP19 com o
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marcador de hemaglutinina), ou knockdowns para a proteina. O crescimento
parasitario em células selvagens ou modificadas foi maior nos grupos em que a
proteina estava sendo mais expressa € 0O mesmo ocorreu com OS grupos
parasitarios alterados. A partir de 48 horas pos-infecgdo, TcCyP19-HA secretada
pelas amastigotas foi detectada no citosol das células infectadas. A infectividade,
entretanto, nao foi alterada por esses parametros. A proteina estudada, assim como
CyPA, se sobrepds as marcagdes de p47°"*, parte do complexo NADPH oxidase 2
(NOX2), na regido de membrana, sugerindo que a ciclofilina de T. cruzi em questao
poderia ter um papel similar na translocacdo da subunidade em questdo para
ativagdo de NOX2, gerando um aumento de ROS no citosol.

A converséao entre formas de vida de T. cruzi esta correlacionada com o pH e
com a produgao de espécies reativas do oxigénio (ROS) por esses protozoarios. Foi
demonstrado que a diferenciagdo em ambiente extracelular de tripomastigotas em
amastigotas, realizada em meio acido, foi favorecida por tratamentos com peréxido
de hidrogénio (H202), um agente oxidante, e revertida pela PEG-catalase (PAULA et
al. 2020). Além disso, ainda segundo esse estudo, a producdo de ROS durante o
processo induzido de diferenciacao foi reduzida na presencga de ciclosporina A, que
€ inibidora de poros mitocondriais de permeabilidade transitérios (MPTs) (PAULA et
al. 2020). Adicionalmente, tripomastigotas colocados para serem diferenciados por
cinco horas em meio acido secretaram um tipo especifico de ciclofilina (TcCyP19),
de modo que a de conversao entre as formas de vida de T. cruzi pode também ser
influenciada por essas substancias (dos SANTOS et al., 2020).

Em outros patdégenos, como no caso de Mycobacterium abscessus,
glicopeptidiolipidios especificos associados a superficie (GPLs), sdo capazes de
determinar o curso da doenga, modulando o sistema imune e as respostas celulares
(WHANG et al. 2017). A forma R (rough) do procarioto ndo apresenta os
glicopeptidios especificos e é mais virulenta, provocando uma maior porcentagem
de morte em macrofagos de linhagem e de culturas primarias (WHANG et al. 2017).
A forma S (smooth), menos agressiva, € capaz de reduzir: a proporgao de células
apoptéticas, espécies reativas do oxigénio (ROS) e o baixo potencial de membrana
induzido por oligomicina (WHANG et al. 2017). Os glicopeptidiolipidios especificos

presentes nos tipos S exibiam natureza polar e se co-localizaram com a regiao
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mitocondrial e com a ciclofilina D, que controla processos associados aos poros
mitocondriais de permeabilidade transitorios (MPTs) (WHANG et al. 2017).

A produgado de espécies reativas do oxigénio (ROS) apresenta relagdo com
alteragcdes mitocondriais em diversas fases de vida do T. cruzi e/ou de seus
hospedeiros. O acumulo de calcio dentro das mitocondrias no parasito implica em
alto estresse oxidativo em epimastigotas superexpressoras de canais uniporte
mitocondriais de calcio (TcMCU) e seu paralogo (TcMCUb) (CHIURILLO et al. 2017).
No hospedeiro, Baez et al. (2013) verificaram alteragdes mitocondriais em
miocardios de camundongos Swiss infectados por duas cepas de T. cruzi, em fase
cronica assintomaticas, em nivel estrutural e enzimatico e Lentini; Pacheco; Burleigh
(2018) observaram o contato direto de amastigotas via flagelo com mitocondrias dos
hospedeiros, embora ndo tenham elucidado a fungéo desse contato.

Levando isso em consideragdo, o estudo de T. cruzi em relagédo ao seu
comportamento intracelular € um tema relevante. A literatura é extensa e
abrangente. Dessa forma, o agrupamento da evidéncia cientifica com rigor e critério
€ uma ferramenta importante para se identificar lacunas e futuras pesquisas,

otimizando esforgos e recursos em tempos de abundancia e de escassez.
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3 INTRODUGAO AS REVISOES DA LITERATURA COM BASE EM MEDICINA
BASEADA EM EVIDENCIAS

Levando-se em conta a escassez de estudos dessa natureza na area de
Biologia Celular da UFMG, julgou-se necessario apresentar em linhas gerais um

capitulo para compreensao do contexto metodoloégico da pesquisa realizada.

3.1 Revisoes bibliograficas: varias abordagens e técnicas

Existem varios tipos e classificagdes de estudos bibliograficos. Os objetivos e
metodologias dessas revisdes sao distintos (GRANT & BOOTH, 2009). De um modo
simplificado, as revisdes da literatura podem ser classificadas em duas grandes
familias: das “revisdbes que mapeiam” e das “revisbes que avaliam e sintetizam”
(UNESP, 2015).

Segundo esse documento, no primeiro grupo se encontram as revisoes
narrativas. Estas agrupam dados e aprofundam-se em determinado tema,
abordando suas diferentes perspectivas. Entretanto, ndo apresentam critérios de
conducdo definidos e estdo sujeitas as analises, escolhas e interpretagdes dos
autores.

Por outro lado, as revisdbes de mapeamento tém definidas hipoteses, bem
como critérios de pesquisa e inclusdo de estudos, gerando resultados mais
reprodutiveis, mitigando tendéncias em diferentes etapas da pesquisa (UNESP,
2015).

As revisbes sistematicas se enquadram no segundo grupo descrito. Sao
estudos secundarios que sintetizam o enorme volume de evidéncias cientificas
disponiveis na literatura sobre determinado tema (LASSERSON, THOMAS,
HIGGINS, 2020). Elas apresentam critérios de pesquisa definidos a priori, sob a
forma de protocolos para evitar vieses na conducédo do estudo, por exemplo, com
base nos resultados identificados nos artigos ou nestes por si s6 (LASSERSON;
THOMAS, HIGGINS, 2020). Além disso, devem ser reprodutiveis, tal como acontece
no desenrolar de uma pesquisa de natureza primaria, como 0s experimentos
laboratoriais ou os ensaios clinicos (LASSERSON; THOMAS; HIGGINS, 2020).
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Dessa maneira, qualificam-se como trabalhos cientificos de natureza tedrica
(MARCONI & LAKATOS, 2003).

Clinical Practice
Guidelines

/ \

Meta-Analysis
ystematic Revie

Randomized

Controlled Trial

Prospective, tests treatmen
Cohort Studies

Prospective - exposed cohort is

observed for outcome

/ Case Control Studies \
Retrospective: subjects already of interest
looking for risk factors
. Case Report or Case Series
Mo design / : ; L . \
Marrative Reviews, Expert Opinions, Editorials

No humans / Animal and Laboratory Studies \

imvohved
Figura 9: Hierarquia dos niveis de evidéncia cientifica.
A ilustracao representa os niveis de hierarquia em relagao as evidéncias cientificas
De baixo para cima: estudos in vitro e in vivo; relatos de caso, revisdes narrativas,
opinides de especialista editoriais; estudos de caso-controle; estudos de coorte;
estudo clinico controlado aleatorizado; meta-analise e revisdes sistematicas; guias
e praticas clinicos. Fonte:
<https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/36/Research_design_an
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3.2 Criticas epistemolégicas a hierarquizagcao e a “medicina baseada em

evidéncias”

A medicina baseada em evidéncias utiliza das revisbes sistematicas, e
consiste em pesquisas com populagdes humanas e idealmente em ensaios clinicos
randomizados, a fim de obter o “melhor nivel de evidéncia”. Hjgrland (2011),
entretanto, faz criticas do ponto de vista da filosofia da ciéncia e da teoria do
conhecimento acerca das praticas englobadas por esse campo e da hierarquia
apresentada anteriormente. A primeira delas diz respeito ao que seria considerado
como “melhor” e que haveria variagdes sobre isso conforme as diversas posi¢des
dos autores dependendo se suas concepgbes filosoficas, como positivistas,
racionalistas, teoricos criticos. Algumas ponderagdes foram feitas a respeito das
consequéncias desses estudos quando financiados por industrias de medicamentos,
em vez de instituicbes de pesquisa independentes, como as universidades, por
exemplo (HJIGRLAND, 2011). Um exemplo seriam estudos em que se comparam 0s
efeitos de um farmaco novo com um placebo, ao invés de se comparar com o
medicamento padrdo-ouro para a determinada doenga (HJJRLAND, 2011). De
modo que, na pratica, a sociedade ndo se beneficiara com tratamentos melhores,
mas a indUstria, sim, com uma nova patente (HJ@RLAND, 2011). E importante
destacar que a critica feita pelo autor ndo remete a validade dos resultados, mas ao
ponto de vista de beneficio social por eles revertido. Outro topico seria a respeito do
fato de que os dados nao falam por si mesmos e necessitam de interpretagcdes com
base em teorias prévias e também que o conhecimento cientifico € um reflexo de
seu tempo, de forma que experimentos antigos ndao poderiam ser colocados em
paralelo com os novos, pois seriam feitos sob uma perspectiva distinta (HIGRLAND,
2011).

4 JUSTIFICATIVA

Os primérdios da “medicina translacional” surgiram na segunda metade do
século XIX, com Claude Bertrand, que sugeriu que doengas induzidas em animais
poderiam ser comparadas com enfermidades similares em humanos (FAGUNDES &

TAHA, 2004). O uso de animais como modelos reduz as limitagdes de pesquisas
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com grupos de pessoas, ja que, pesquisas com humanos geralmente s&o
demoradas e necessitam de muitos recursos econdémicos e logisticos (RIBEIRO,
2014). Elas envolvem o consentimento dos pacientes, passam pelo crivo de comités
de ética, por varias etapas de avaliagdo dos resultados, precisam ter um numero
adequado de participantes e estes devem estar dispostos a permanecer na
investigacédo até o final (FAGUNDES & TAHA, 2004). Um exemplo pratico sdo os
estudos clinicos randomizados duplo-cegos, que estdo sendo desenvolvidos na
busca por uma vacina contra o Sars-Cov2, causador da COVID-19. Outro ponto a
ser considerado sao as coletas de dados. Elas podem ser necessarias a curtos
intervalos de tempo, serem invasivas, incOmodas e/ou a doenga investigada pode ter
baixa prevaléncia na populagéo, sendo, portanto, uma etapa dificil de ser conduzida
(FAGUNDES & TAHA, 2004).

O campo de estudo que visa agrupar dados de pesquisas pré-clinicas na
forma de revisbes sistematicas com ou sem meta-analises é relativamente novo
(SENA et al. 2014). Ao contrario daqueles de natureza clinica, que visam investigar
efeitos de tratamentos ou intervengdes para serem convertidos em praticas médicas,
tal como influenciar em politicas em saude publica, dois passos atras sdo dados na
area laboratorial.

As revisdes sistematicas permitem a identificagdo da qualidade metodoldgica
dos estudos pré-clinicos, de seu poder estatistico e de sua validade interna, ou seja,
de que as variaveis que geram o efeito observado sao controladas e nao o resultado
de fatores externos, que possam estar influenciando no resultado (SENA et al.
2014). Entender esses fatores pode contribuir para uma transposicdo melhor dos
estudos de bancada para a clinica, minimizando talvez a maxima de “tudo funciona
nos animais, mas nada funciona em humanos” (SENA et al. 2014).

As revisdes sistematicas podem, dessa forma, auxiliar na organizagao de
dados e compreensdo de efeitos diversos dentro da biologia, para posterior
transposicao para modelos mais complexos. No campo da pesquisa basica, o valor
dos estudos com células e animais se reflete no melhor entendimento de seu
modelo de estudo, como, por exemplo, as interacdes parasito-hospedeiro na doenca
de Chagas, as quais sdo complexas e multifatoriais (CHATELAIN & SCANDALE,
2020).
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Uma delas diz respeito as respostas geradas por T. cruzi frente ao estresse
oxidativo, que sao ainda controversas e se apresentam como um campo de
pesquisa emergente, ja que desafia o paradigma antes vigente de que as espécies
reativas do oxigénio (ROS) somente controlariam a infeccéo parasitaria. De acordo
com dados prévios do nosso grupo, como descrito em Dias et al. (2017), cepas
pertencentes a DTUs distintas se comportaram de forma diferente frente ao estimulo
de ROS. No entanto, nado foi possivel determinar se essas diferengas foram devidas
a quantidade de ROS induzida e disponivel apds a infeccdo ou a real diferenga na
sensibilidade das duas cepas frente ao estimulo por essas moléculas. Decidimos,
portanto, analisar os dados disponiveis na literatura e avaliar os efeitos das espécies
reativas do oxigénio (ROS) na infec¢do celular pelo T. cruzi por meio das revisdes

em questao.

5 INTRODUGAO AOS METODOS ESTATISTICOS DAS REVISOES
SISTEMATICAS COM META-ANALISES

Esse capitulo visa facilitar a compreensao do leitor acerca do processo
metodoldgico das Revisbes Sistematicas com Meta-analises descrito no item 7.
Materiais e Métodos. Os conceitos introduzidos a seguir foram aplicados na

condugao desse trabalho, julgando-se, portanto, relevante sua explanagao.

5.1 Revisoes sistematicas e meta-analises: modelos e métodos

Os processos de revisao sistematica sdo complexos. Eles podem ser amplos
e sensiveis, resgatando uma quantidade substancial de dados, ou especificos, mas
com menor sensibilidade (MACLEOD et al. 2019). A maioria das revisdes recupera
em torno de 10% a 20% de resultados relevantes e elas podem ou n&o incluir meta-
analises (BRASIL, 2012; MACLEOD et al. 2019). Tais estudos devem ser
conduzidos de forma a minimizar de erros sistematicos, ou seja, vieses, que podem
ser provenientes de varias fontes, como na conducido dos estudos primarios e/ou
durante o processo de revisdo (BOUTRON et al. 2021). Ainda segundo os autores,
ha vieses relativos a direcdo do efeito do estudo, de modo que resultados nao

estatisticamente significativos e/ou desfavoraveis para a intervengdo sdo menos
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provaveis de serem publicados (viés de publicacdo ou reportagem seletiva). Os
estudos ditos “significativos” s&o divulgados em maior proporgdo, mais rapidamente
(vieses de time-lag), e costumeiramente com tamanhos de estimativas de efeito
maiores, o que implica em publicagdes em revistas consideradas “melhores” (viés de
localizagdo), como aquelas indexadas e internacionais (viés de linguagem,
geralmente journals de lingua inglesa), fazendo com que estas sejam mais
recuperadas nas bases de dados (viés de localizagéo) e citadas (BOUTRON et al.
2021). Assim, € importante mensurar o risco de tais erros nos estudos incluidos para
se indicar o nivel de confianca da revisido sistematica realizada.

O termo “meta-analise” foi cunhado, em 1976, por Gene Glass, que o definiu
como “‘uma analise estatistica de uma grande colec¢ao de resultados de analises de
estudos individuais com o propdsito de integrar os achados” (O’'ROURKE, 2007).
Elas se viabilizaram por conta dos estudos de probabilidade que se iniciaram no
século XVIII (O'ROURKE, 2007). Segundo o autor, essa técnica se desenvolveu e
evoluiu durante o século XX, decorrente dos trabalhos de varios estudiosos e de
campos de investigacdo, com destaque para Karl Pearson, que agrupou dados de
estudos de vacinacao de soldados contra febre tifoide; Ronald Fischer, que analisou
estudos relacionados a fertilizantes e agricultura; William Cochran e Frank Yates,
que se aprofundaram nos modelos de efeitos aleatdrios; Peter Elwood e Archie
Cochrane, os quais realizaram meta-analises de estudos clinicos randomizados

sobre o uso de medicamentos em doenca cardiaca.

5.2 Modelo de Efeitos Aleatorios ou Randomicos e Modelo de Efeitos Fixos

Os Modelos de Efeitos Aleatérios ou Fixos dependerdo da natureza dos
dados prevista no estudo. Em casos de auséncia de heterogeneidade entre os eles,
os resultados de meta-analise serdo similares para ambos os modelos (BRASIL,
2012). Embora esse critério de heterogeneidade inexistente seja dificil de ocorrer na
pratica.

O Modelo de Efeitos Aleatdrios considera que ha variacdes entre e dentro dos
estudos e que “[...] ndo ha um unico valor que estima a metanalise e sim uma
distribuicdo de numeros” (BRASIL, 2012; RODRIGUES, 2010). A condugao dos
trabalhos ndo € necessariamente idéntica e se assume que os efeitos das



41

intervencdes seguem uma distribuicdo normal, de maneira que a heterogeneidade
existente é resultado de diferencgas entre os efeitos das intervengdes nos estudos e
também ao acaso (RODRIGUES, 2010; DEEKS, HIGGINS, ALTMAN, 2021). As
conclusdes obtidas podem, portanto, ser extrapoladas para outras populagdes
(RODRIGUES, 2010).

E um modelo mais conservador e indicado para casos em que a
heterogeneidade entre os estudos esta presente, gerando resultados com intervalo
de confianga mais amplo (BRASIL, 2012). Quando ha presenga de heterogeneidade,
esse modelo atribui pesos maiores para estudos menores e quando o tamanho e a
direcdo dos efeitos sdo também pequenos, pode pesar o resultado para tais
estudos, em detrimento dos maiores (DEEKS, HIGGINS, ALTMAN, 2021). Além
disso, quando a meta-analise possui poucos trabalhos, ele prové estimativas
precarias para a largura da distribuicdo dos efeitos (DEEKS, HIGGINS, ALTMAN,
2021). A variancia entre estudos nesse modelo é medida por Tau? (DEEKS,
HIGGINS, ALTMAN, 2021).

O Modelo de Efeitos Fixos, por sua vez, pressupde que se ha um efeito
idéntico, unico, de tratamento entre os estudos, ignora a heterogeneidade estatistica
entre eles e pressupde que foram realizados de modo similar para uma populacéo
especifica (RODRIGUES, 2010; BRASIL, 2012; DEEKS, HIGGINS, ALTMAN, 2021).
“[...] As diferengas entre as estimativas de efeito dos estudos sao atribuidas
meramente ao acaso [...]", assim, com o aumento infinito do n-amostral de cada
estudo estimativas de efeito idénticas seriam observadas (BRASIL, 2012). As
conclusdes ndo devem ser extrapoladas para outras popula¢gdes (RODRIGUES,
2010).

Segundo Rodrigues (2010), a escolha entre esses modelos ndo € uma tarefa
facil e alguns pontos devem ser considerados. Um deles é o efeito de tratamento e o
modo de realizacado dos estudos incluidos, conforme citado no tépico anterior. Outra
forma é se considerar a heterogeneidade dos dados, a qual deve ser prevista ou
verificada a priori. A autora, contudo, pondera que, se o numero de estudos
presentes na revisdo sistematica incluidos na meta-analise for pequeno, as
estimativas de variancia pelo Modelo de Efeitos Aleatérios pode nao ser precisa. Ela
sugere que se relatem os efeitos de cada estudo separadamente, sem uma medida
geral de efeito; opte-se pelo modelo de efeitos fixos, sem realizar extrapolagdes para
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outras populagdes ou se considere uma abordagem Bayesiana, a qual estima a

variancia por dados externos e dos estudos incluidos.
5.3 Meétodo do Inverso da Variancia

O meétodo do Inverso de Variancia é um dos muitos utilizados para a
ponderacao das estimativas de efeito (BRASIL, 2012). Pode ser utilizado para dados
continuos ou dicotdmicos e com os modelos estatisticos anteriormente descritos
(BRASIL, 2012). A variancia é inversamente proporcional a importancia desse
estudo (BRASIL, 2012). Para detalhes sobre calculos, verifique o APENDICE C.

5.4 Testes de heterogeneidade

Ha dois testes para a avaliacdo da heterogeneidade presente nas meta-
analises. O teste do qui-quadrado (X? ou Chi?) e o teste o l-quadrado (Teste de
Higgins e Thompson)

O teste do qui-quadrado (X2 ou Chi2) verifica se as diferencas observadas sao
devidas ao acaso. Um valor de P reduzido ou X? com valor elevado em relagdo aos
seus graus de liberdade (df) indicam que a heterogeneidade dos efeitos das
variagdes nas intervengdes nao sao relativas ao acaso (DEEKS & HIGGINS, 2010;
HIGGINS & GREEN, 2011). Possui baixo poder estatistico quando a meta-analise
possui pequeno tamanho amostral ou € pequena em numero de estudos (DEEKS &
HIGGINS, 2010; HIGGINS & GREEN, 2011). Desse modo, “quando um significado
estatisticamente significativo pode indicar um problema com heterogeneidade, um
resultado nao significativo ndo deve ser tomado como evidéncia de auséncia de
heterogeneidade” (DEEKS & HIGGINS, 2010; HIGGINS & GREEN, 2011). Devido a
isso, muitas vezes, se usa um valor de P=0,10, em vez de P=0,05 para a
determinagao da significancia estatistica (DEEKS & HIGGINS, 2010; HIGGINS &
GREEN, 2011).

Alguns autores questionam que a heterogeneidade é inevitavel, em virtude da
diversidade clinica e metodolégica. Entdo, propdéem outros testes que visam

determinar o impacto desse parametro na meta-analise, em vez de sua simples
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presenga ou auséncia, um desses testes é do > (APENDICE C). (DEEKS &
HIGGINS, 2010; HIGGINS & GREEN, 2011).

6 PERGUNTA DE PESQUISA

Como as espécies reativas do oxigénio (ROS) afetam a multiplicagdo de T.

cruzi em modelos pré-clinicos in vitro?
6.1 Objetivo geral

Realizar uma sintese da evidéncia cientifica de estudos pré-clinicos com
relagdo a multiplicacdo intracelular de amastigotas de T. cruzi em hospedeiros

vertebrados.

6.1.1 Objetivos Especificos

— Avaliar se os perfis de multiplicagdo de cepas de T. cruzi pertencentes a
cepas distintas de T. cruzi se comportam em ambientes intracelulares
oxidantes ou redutores;

— Verificar se os perfis de multiplicagdo de T. cruzi em ambientes oxidantes ou
redutores se correlacionam com suas unidades discretas de tipificacao (DTUs
[ell)

— Realizar a sintese da evidéncia cientifica por meio de uma revisao sistematica

da literatura.
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6.2 Hipodteses

¢ HO: ndo havera diferengas entre os ambientes intracelulares para a replicagao
parasitaria de isolados distintos de T. cruzi;

e H1: havera diferengas entre os ambientes intracelulares para a replicagcao
parasitaria de isolados distintos de T. cruzi favorecendo ambientes mais
oxidantes;

o H2: havera diferencas entre os ambientes intracelulares para a replicacéo
parasitaria favorecendo ambientes mais redutores em diferentes isolados de

T. cruzi.

7 MATERIAIS E METODOS

7.1 Base de dados e estratégia de busca

Realizaram-se buscas nas bases de dados relacionadas a dados bioldgicos e
biomédicos PubMed (NCBI) e Embase (Elsevier) até o dia 06 de setembro de 2020,
sendo que 0 acesso da ultima se deu por meio do Portal Periédicos CAPES/MEC.
Fizeram-se combinagdes dos termos seguintes, com certas variagbes para se obter

0 maior numero possivel de referéncias sobre o tema: “Trypanosoma cruzi”’, “Chagas

disease”,

Reactive Oxygen Species”, “Reactive Oxygen Metabolites”, “ROS”, “Free
radicals”. N&o se utilizou restricbes de idiomas nas buscas dentro das bases de

dados.

7.1.1 Estratégias de busca

A estratégia de busca foi inicialmente estabelecida para a primeira base
descrita (MesH [Mh], Title and Abstract [TIAB], busca simples) e depois adaptada
para a segunda, utilizando estratégias correspondentes (Emtree, ab,ti; termos
expandidos). Utilizou-se o acrénimo PICO (Population, Intervention, Comparison,
Outcome) para auxiliar na construcéo da estratégia de busca a partir da pergunta de

pesquisa:



45

Populagao: Trypanosoma cruzi; Intervengao: presenga de espécies reativas do
oxigénio (ROS). Os termos "comparacédo” e “desfechos” ndo foram incluidos na

busca para se evitar restricdes no numero de artigos recuperados.

PubMed (com o filtro Best Match)

(("Trypanosoma cruzi"[MH] OR "Trypanosoma cruzi"[TIAB] OR "Trypanosoma cruzi"
OR "T. cruzi"[TIAB] OR "T. cruzi" OR "Chagas disease"[MH] OR "Chagas
disease"[TIAB] OR "Chagas disease" OR "American trypanosomiasis"[MH] OR
"American trypanosomiasis"[TIAB] OR "American trypanosomiasis”)) AND
(("Reactive oxygen species"[MH] OR "Reactive oxygen species"[TIAB] OR "Reactive
oxygen species" OR "Reactive oxygen metabolite"[TIAB] OR "Reactive oxygen
metabolite" OR "ROS" OR "ROM" OR Oxygen Species, Reactive[MH] OR Oxygen
Species, Reactive[TIAB] OR Oxygen Species, Reactive OR Active Oxygen[MH] OR
Active Oxygen[TIAB] OR Active Oxygen OR Oxygen, Active[MH] OR Oxygen,
Active[TIAB] OR Oxygen, Active OR Oxygen Radicalsf]MH] OR Oxygen
Radicals[TIAB] OR Oxygen Radicals OR Pro-Oxidants[MH] OR Pro-Oxidants[TIAB]
OR Pro-Oxidants OR Pro Oxidants[MH] OR Pro Oxidants[TIAB] OR Pro Oxidants OR
"Free radicals"[MH] OR "Free radicals"[TIAB] OR "Free radicals" OR "Oxygen
compounds"[MH] OR "Oxygen compounds"[TIAB] OR "Oxygen compounds"))

Embase

('trypanosoma cruziitiab OR 't. cruzitiab OR 'trypanosoma cruzi'/exp OR
'trypanosoma cruzi' OR 't. cruzi' OR 'chagas disease":ab,ti OR 'chagas disease'/exp
OR 'chagas disease') AND (‘reactive oxygen metabolite:ab,ti OR 'reactive oxygen
metabolite'/exp OR 'reactive oxygen metabolite' OR 'reactive oxygen species ros' OR
'ros'/exp OR ros OR 'free radical:ab,ti OR 'free radical'/exp OR 'free radical' OR
'oxidative stress":ab,ti OR ‘'oxidative stress'/exp OR ‘oxidative stress') AND

[embase]/lim
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7.2 Gerenciamento das referéncias obtidas

As referéncias dos artigos foram exportadas para o programa Mendeley,
versao 1.19.4 de cada uma das bases no dia 06 de setembro de 2020 para o

agrupamento e avaliagédo das referéncias bibliograficas obtidas.

7.3 Critérios para a inclusao ou exclusao das referéncias no estudo

Os itens descritos a seguir servem para a realizagdo da selegédo dos estudos
a serem incluidos na revisdo sistematica da literatura, ou seja, para verificar se os
estudos s&o adequados a pergunta de pesquisa e ao desenho experimental
inicialmente predefinido. Os critérios apresentados abaixo, definidos a posteriori, se
justificam pela melhor adequacdo dos meétodos utilizados com a pergunta de

pesquisa.

7.3.1 Critérios de exclusao

— Organismos diferentes de T. cruzi;

— Estudos realizados em humanos;

— Estudos realizados em ndo-mamiferos;

— Estudos secundarios (revisdes bibliograficas de naturezas diversas, revisées
sistematicas, livros e capitulos);

— Comentarios e editoriais;

— Nao relacionados com estresse oxidativo ou ROS;

— Estudos em que Oxido nitrico ou apenas citocinas foram estudados sem
mencionar ROS/ sua indug¢ao ou antioxidantes;

— Estudos de exclusivamente moleculares como: transcriptdmica, protedmica,
de atividade e/ou cinética enzimaticas;

— Estudos exclusivamente realizados em epimastigotas;

— Infecg¢des/co-culturas de epimastigotas em animais ou células (definido a

posteriori);

Estudos que ndo envolviam infecgdes experimentais em células ou animais;
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Estudos realizados em modelos jovens ou idosos (ex.: neonatos, animais nao
adultos, células de natureza embrionaria);

Estudos em que o objetivo era avaliar somente os efeitos da doenga (ex.:
parametros cardiacos, marcadores moleculares presentes no soro.), sem
infeccbes ou sem avaliar a carga parasitaria;

Estudos exclusivos com tripomastigotas (definicdo do critério a posteriori);
Estudos com amastigotas extracelulares (cultivo axénico) sem interagdes com

células de mamiferos.

Critérios de inclusao

Estudos primarios;

Estudos in vitro (ex.: cultivos celulares, histolégicos);

Estudos em modelos adultos (tecidos e células de animais adultos);

Estudos que avaliaram a agao das espécies reativas do oxigénio (ROS) por
meios diversos seja por sua promocao ou inibicao (ex.: tratamento de animais
ou células com ROS/antioxidantes; tratamentos com indutores de vias de
ROS/antioxidantes);

Estudos com T. cruzi pertencentes as DTUs | e Il (critério definido a

posteriori).

7.4 Triagem dos estudos

7.4.1

Triagem inicial

A avaliacdo dos documentos foi feita em varias etapas. A primeira delas

visava excluir artigos pouco relacionados com a doenca de Chagas, sendo feita por

meio da avaliacdo das palavras-chave e titulo das referéncias recuperadas, seja por

seguimento da lista de textos disponivel, seja por digitacdo de possiveis palavras-

chave na caixa de busca do gerenciador de artigos Mendeley (figura 10). A leitura do

resumo foi feita rapidamente a fim de se confirmar a exclusdo. Caso o artigo

apresentasse potencial para a inclusdo, ele era mantido na lista para avaliacdo

posterior.
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Termos usados na caixa de busca do Mendeley Desktop para a exclusao de artigos por palavras-
chave/tema: NO, Reviews, Leishmania, Proteomic, Transcriptomic, Insect Stage, Patients, Enzyme Activity,
Humans, Enzyme Assay, Epimastigotes Amastigotes, Amastigote Trypomastigote, Free Radical

Termos usados na selegao para inclusdo de Estudos
Division, multiplication, growth, intracellular multiplication, Epimastigotes amastigotes, Amastigote
Trypomastigote, Free radical

Figura 10: Exemplo de descrigdo da Exclusdo e Inclusdo por Palavras-chave/Tema.

Nao necessariamente a presenca do termo indica a inclusdo do artigo. O uso de termos chave foi
feito como forma de facilitar o processo inicial de triagem dos estudos para a subsequente avaliagao
de metodologia nos textos. Fonte: Da autora

7.4.2 Triagem secundaria e terciaria

ApoOs a exclusdo de artigos pouco especificos, foi feita a avaliagdo dos
resumos dos restantes e nova etapa de selecdo foi realizada. Em caso de
adequacao ao tema de pesquisa, eles foram mantidos para a posterior leitura da
metodologia.

Na ultima fase, o processo de inclusdo e exclusdo foi feito de modo
simultdneo com a extragdo de dados, ou seja, os artigos que tiveram as
metodologias avaliadas e se adequaram aos critérios de inclusdo tiveram seus

dados extraidos, apos leitura do texto completo.

7.4.3 Obtencao de textos completos e incompletos

As referéncias bibliograficas completas foram obtidas por meio do convénio
institucional da Universidade Federal de Minas Gerais por via eletrbnica do Portal
Periédicos CAPES/MEC com as bases de dados, editoras e revistas cientificas
nacionais e internacionais. Em caso de estudos com textos completos indisponiveis
pelas vias anteriores, tentou-se o contato com os autores pelo site Researchgate por
ser uma plataforma voltada para a comunicacdo cientifica. Em caso de

indisponibilidade dos mesmos, o texto foi excluido.
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7.4.4 Extracao de dados dos graficos dos artigos cientificos

Devido a necessidade de obter dados precisos e a auséncia de dados em
forma de tabelas na maioria dos artigos cientificos, foi preciso se utilizar de
ferramentas auxiliares para a obtencdo dos dados. Estes foram extraidos dos
estudos primarios por meio do software online e gratuito WebPlotDigitizer, versao
4.4., Pacifica, Califérnia, EUA, desenvolvido por Ankit Rohatgi.

Essa ferramenta permite a calibracdo das imagens com base em escalas
numeéricas conhecidas para a obteng¢ao de valores exatos de médias e desvios. Os
graficos de cada artigo presente na analise foram inicialmente importados para o
programa WebPlotDigitizer (online) e calibrados por meio dos botbdes align X-Y axes
e align bar chart axes (figura 11). Posteriormente, atribuiram-se os valores presentes
nas escalas dos graficos dos artigos as variaveis X e Y (figura 12). Em gréficos de
barras, € necessario realizar o processo em apenas um dos eixos e, aquele sem
calibracdo ou valores atribuidos, pode-se ou deixa-lo vazio, ou se colocar uma

nomenclatura fixa, como, por exemplo, uma data. Optou-se pela primeira opgao.

Align K=Y Axes Align Bar Chart Axes
A - . B
4' = |Pi'
A o
Y, o u
=
Y < + I
3, . o -
Y, = [
- . ' "] .
f1x a2 od mm -
T T p!
Chigk faur krown points an the axes in the srder showr PH 2 1 4 § ] :ﬂ 2 4 [ a TI}

In red. Two on the X axis I::"':l.. X2} and bwo on the Y

axis (Y1, ¥2) Click an twa kmawn peints (P1, F2) on the continugus axes akang the bars
XIS (YL, -

Procesd Frocead

Figura 11: Modos de calibragao de eixos de graficos no WebPlotDigitizer.

Alinhamento dos eixos X e Y conforme o tipo de grafico. Em A, a calibragdo é mais adequada para
graficos de linhas, enquanto que em B, para graficos de barras. Em A, deve-se selecionar com o
cursor do mouse dois pontos nos eixos das ordenadas e dois no das abscissas. Em B, apenas dois
pontos necessitam ser marcados no eixo que se deseja avaliar. Fonte: <https://apps.automeris.io/wpd/>
Acesso 17 jan. 2021
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Bar Chart Calibration

Enter the values at the two points selected on the
continuous axes along the bars

Point 1 Point 2 Log Scale

0 1 [ ]

| Rotated axes (nmot exactly vertical or horizental)

Ok

Figura 12: Exemplo de atribuicdo de valores apés a calibragao para grafico
de barras

Depois de identificar onde estdo os eixos X e Y, como mostrado na figura 11,
deve-se atribuir valores a eles, conforme a escala dos grafico que se esta
estudando. O exemplo acima usa os valores 0 e 1, mas qualquer nimero pode
ser inserido, conforme as necessidades de cada wusuario. Fonte:
<https://apps.automeris.io/wpd/> Acesso 17 jan. 2021

Os dados foram extraidos em forma de tabelas. Nestas foram incluidas as
caracteristicas gerais dos estudos: o autor e ano de publicagéo; as linhagens dos
animais e seus backgrounds genéticos visando se caracterizar melhor as células ou
tecidos; as idades, sexos e pesos dos animais; as cepas e DTUs de T. cruzi; os
in6culos e/ou MOIls (multiplicity of infection); os tecidos, 6rgaos ou tipos celulares
analisados; as técnicas avaliadas; os grupos controles, experimentais e seus
respectivos n-amostrais, médias, desvios-padrdes das médias (SD) e erros-padrdes
das médias (SEM).

A construgdo dessas tabelas se baseou no Systematic Review Protocol for
Animal Intervention Studies, versao 2.0 de dezembro de 2014, desenvolvido pelo
Systematic Review Center for Laboratory animal Experimentation (SYRCLE),

Radbound University Medical Center (Radbound umc, Holanda).

7.5 Meta-analise: medidas e modelos

Buscou-se agrupar os resultados extraidos de cada artigo em outras tabelas a
partir da identificacdo de similaridades que favoreceriam a sintese da evidéncia
cientifica por meio de meta-analise. Desse modo os estudos foram primeiramente
reunidos conforme as técnicas utilizadas para a avaliacgdo da multiplicagao
intracelular das amastigotas de T. cruzi. Isso foi feito porque ndo se julgou o mais

adequado a mistura de métodos distintos, ndo comparaveis diretamente em uma



51

unica analise. Extrairam-se as médias de cada dado presente nos artigos. Quando
disponiveis apenas os desvios-padrées (SD) ou erros padrées (SEM), eles foram
calculados manualmente ou pelo software Microsoft Excel 2010, com o auxilio dos N
amostrais obtidos de cada experimento. No entanto, foi também realizada a analise
de todos os dados, com diferentes metodologias em conjunto, com fim de
comparagao com os resultados individuais.

A obtengcdo dos n-amostrais para a meta-analise foi baseada em Lazic;
Clarke-Williams & Munafd (2018). Dessa maneira, nos estudos moleculares e
histologicos se utilizou o n amostral como sendo idéntico ao do numero de animais
utilizados para cada ensaio, em vez de numero de secgdes histoldégicas ou campos
de microscopia, por exemplo. Nos dados referentes a culturas de células, utilizou-se
como n amostral o numero de repeticbes de cada experimento. Isso foi feito com o
objetivo de ndo se superestimar os efeitos dos estudos, obtendo-se dados mais
proximos dos reais.

Os dados foram analisados no software Review Manager (RevMan),
Windows, versao 5.4.1, The Cochrane Collaboration, 2020, em modo de revisao
nao-Cochrane, adequado para revisdes distintas das realizadas pela instituigéo.

De modo ideal, assim como outros critérios para a condugdo das revisdes
sistematicas e meta-analises, o método de analise deve ser definido a priori. Devido
a heterogeneidade prevista, a priori, em nosso protocolo (estudos in vitro e in vivo),
utiizamos o Modelo de Efeitos Aleatérios, que €& mais conservador, e o
comparamos, a posteriori, com o Modelo de Efeitos Fixos, ja que, segundo
Rodrigues (2010), primeiro n&o fornece uma estimativa de variancia com boa

precisdo quando o numero de estudos na meta-analise é pequeno.

7.5.1 Medidas de sumarizagao

As variaveis obtidas foram em sua maior parte continuas (exceto para focos
parasitarios teciduais semiquantitativos) e as medidas de desfecho avaliadas
absolutas. Utilizou-se o0 modelo do inverso da variancia e das diferencas de médias
padronizadas (standardized mean difference, SMD) como ferramentas de

comparagao estatisticas e o modelo de efeitos aleatorios.
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A diferenca de médias padronizadas se da pela férmula (HARRISON et al.,
2017):

SMD — (média do grupo de intervengio) — (média do grupo controle)

desvio padrio agrupado das respostas

Em pesquisa clinica, costuma se relacionar com melhoras nos tratamentos
controle versus placebo (quadro 1) (FARAONE, 2008):

(melhora com o novo tratamento) — (melhora com tratamento comparador [placebo])

SMD =
desvio padrio agrupado das respostas

A diferenga de médias padronizadas se eleva com aumento no numerador e
dada precisdo das medidas, presente na medida avaliada pelo denominador
(FARAONE, 2008).

Quadro 1: Interpretagao das diferencas de médias padronizadas (SMD) com base em escala

pré-definida
SMD=0 Grupo de tratamento e controle tém efeitos
semelhantes
SMD >0 ou SMD<0 Depende da escala de avaliagdo
SMD>0: Tratamento é mais eficaz que o grupo
Melhora associada a escores altos: . cont’role )

SMD<0: Tratamento é menos eficaz que o

placebo
SMD>0: Tratamento é menos eficaz que o

Melhora associada a escores mais baixos: placebo

SMD<0: Tratamento é mais eficaz que o placebo
Fonte: Adaptado de FARAONE, 2008
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A medida de efeito geral da intervengédo dos estudos € dada por (DEEKS &
HIGGINGS, 2010):

Z= SMD

(@‘» SMD

Para mais detalhes acerca das interpretagcdes e calculos estatisticos feitos
pelo Review Manager 5.4.1, verificar o APENDICE C.

7.6 Graficos de floresta (forest plots)

Os resultados agrupados dos estudos foram exibidos em graficos de floresta
(forest plots). A linha central representa a linha de nulidade de efeito, ou seja, onde
os tratamentos tém efeitos similares nos grupos controle versus experimental. Cada
quadrado verde no grafico representa a diferengca de médias padronizadas (SMD)
entre os grupos de estudo, suas linhas adjacentes s&o os intervalos de confianga de
95% dos resultados obtidos.

Os dados experimentais incluidos na revisdo avaliaram de modos distintos o
estresse oxidativo gerado nas células. Como houve variagdes nos tipos teciduais,
celulares e de cepas parasitarias (o que era previsto, ja que se referiam a resultados
de pesquisas basicas), o agrupamento foi feito conforme as diferentes técnicas de
ensaio presentes nos estudos, sendo elas: moleculares, citolégicas ou histologicas.

A avaliagédo ao longo do tempo, relativas a multiplicagdo intracelular, foi
computada somando-se os diferentes intervalos presentes em cada estudo, de
forma que ao final se obteve apenas um unico resultado com suas medidas de
dispersao correspondentes. Embora os diferentes pontos variem de estudo para
estudo, tal fendbmeno nao foi considerado relevante para a pergunta de pesquisa, ja
que o0 nosso objetivo era avaliar se os parasitos teriam uma preferéncia de
replicacdo por ambientes redutores ou oxidantes e também porque os

comportamentos intracelulares variam entre as cepas.
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8 RESULTADOS

8.1 Selecao dos estudos recuperados

O processo revisional e de meta-analise seguiu a linha de raciocinio
apresentada na figura 12. As referéncias recuperadas nas buscas feitas aos bancos
de dados PubMed e Embase foram agrupadas em um arquivo unico e tiveram suas
duplicatas, isto €, artigos iguais removidos por meio do programa Mendeley 1. 19. 4.
Apods remogéo das duplicatas, 1095 artigos foram avaliados por “titulo e resumo”. A
maior parte da exclusdo nesta etapa do estudo foi feita com base no fato de que no
resumo, nao havia mencao especifica de T. cruzi, ROS ou envolvia apenas formas
de vida extracelulares.

ApOs esse processo, restaram para analise do texto, 161 artigos. Procedeu-se
entdo a avaliacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, focando em aspectos
apresentados na metodologia do estudo. Apds esta ultima analise, 26 artigos foram
considerados elegiveis. Destes, oito estudos foram selecionados aleatoriamente
utilizando-se o programa True Random Number Service (online) de geragao de

numeros aleatorios.
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FUBMED e EMBASE: 1109 . .
o 4,{ 14 duplicatas exluidas
referéncias

T

PUBMED e EMBASE (apds 926 referéncias excluidas por
remogao de duplicatas): 1095 “Titulo e resumo”

¥
PUBMED e EMBASE: 169 161 referéncias excluidas apos
referéncias analise da metodologia

T

Artigos elegiveis e
meta-analise: 8

Figura 12: Diagrama do processo de sele¢ado dos estudos.

A figura ilustra o numero total de artigos recuperados nas buscas € o numero de
referéncias excluidas em cada etapa do processo até a selegao final utilizada para a
meta-analise.

8.2 Caracteristicas dos estudos

Os estudos avaliados nesse trabalho utilizaram dados de animais
camundongos e/ou linhagens celulares como modelos experimentais para
responderem suas perguntas especificas, sendo que quatro deles usaram a
linhagem C57BL/6, trés BALB/c e um C3H/HeN. No caso de infecgbes experimentais
em animais ou culturas primarias, a idade dos animais nao foi especificada com
precisao nos estudos, englobando individuos jovens a adultos. O sexo foi explicitado
na metade dos artigos e o peso em nenhum deles. Caracteristicas relativas ao
ambiente de vida dos camundongos foram descritas em trés trabalhos. Com relagao
a infeccao experimental pelo protozoario T. cruzi, destaca-se a preponderancia da

fase aguda (quadro 2).
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Quadro 2: Caracteristicas dos animais de onde os tecidos ou células foram amostrados

Caracteristicas

Camundon- . Fase da
descritas para . ~
gos . . infeccao
acondicionamento
Aguda
1. Dhiman & (25dpi) e
Garg 2011. C3H/HeN 6-8 semanas Machos ND ND cronica
(150dpi)
. Aguda
2. Paiva et oq57p g ND ND ND ND (até
al. 2012. .
30dpi)
C57BL/6 Aguda
3. Dhiman & WTe -
Garg 2014. C57BL/6 8 semanas ND ND ND (ate.
p47phox—/— 30dp|)
. Aguda
4. Gutierrez BALB/c 6-8 semanas Fémeas ND ND (até
et al. 2014. i
20dpi)
Pathogen
free:
5. Barroso C57BL/6 Aguda
et al. 2016. WT; ND ND ND ND (15dpi)
C57BL/6
AhR KO
Acondicionamento Aguda
padréo com (até
C57BIT/6 temperatura, umidade, 40dpi)
6.  Goes et WT, 4-8 semanas ND ND ciclo de luz/escuro
al. 2016. C57BL/6
91Phox- controlados.
9p Alimentagdo com dieta
comercial para roedores.
Temperatura e umidade  Crdnica
7. Vilar- Fémeas e controladas (22 + 2°C; (até
Pereira et al. BALB/c 5-7 semanas ND 55 + 10%), ambiente  120dpi)
machos - . ~
2016. estéril e alimentacdo ad
libitum
8. Temperatura e umidade Aguda
Contreras- R controladas (18-23 °C, (até
Ortiz et al,  DALBlc  4-6semanas  Fémeas ND  50_60%), alimentaggo  60dpi)
2017 controlada.

Faixa etaria dos animais entre: 4-8 semanas foi aceita dentro do critério de inclusdo “animais adultos”,
pois a maioria dos estudos n&o determina com precisdo a idade dos individuos utilizados. ND: nao

determinado

O quadro 3 resume algumas caracteristicas das cepas utilizadas por estudo e

sus respectivas DTUs. Todas as cepas foram inicialmente isoladas em humanos de

fase aguda ou crénica no Brasil, Colémbia ou México.
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Quadro 3: Perfil das cepas utilizadas

Cepa Quantidade de estudo/cepa Descricao das cepas e

hospedeiro
2 estudos: Hoa
1 . . . Isolada por Silveira et al. em 1979
Sylvio X10/4 (DTUI)  Dhiman & Garg, ((22%1111)), Dhiman & Garg, Humano, Para, Brasil

1 estudo: Isolada por Federici, Abelman;
'Colombiana (DTUI) Vi estudo. Neva em 1964
llar-Pereira et al. (2016) Humano (crénico), Colémbia
Isolada em 1979
Humano (agudo). Edo Oaxaca,

1 estudo:

24 4s
Ninoa (DTU ) Contreras-Ortiz et al. (2017)

México
4 estudos: . .
, , Isolada por Silva & Nussenzweig,
1 Paiva et al. (2012), Gutierrez et al. =
Y(bTU) (2014), Barroso et al. (2016), Goes et al. em 1953, pH:LTc?ngr;aS%UdO)’ Séo

(2016)
'Os artigos de Silveira et al. (1979); Federici, Abelman; Neva (1964), Silva & Nussenzweig (1953) nao
tiveram seus textos completos localizados, sendo descritos aqui com base em conhecimentos obtidos
por referéncias indiretas de outros artigos (apud NETO; CAMPOS; HIGAKI, 1974, lista de referéncias
bibliograficas; apud FREITAS et al.2009 lista de referéncias;). %Estudada por Monteén; Ramos; Reyes
(1993). *Zingales et al. (2009)

O quadro 4 explicita caracteristicas especificas sobre a metodologia e
resultados gerais dos estudos incluidos neste trabalho para analise estatistica.
Utilizou-se resultados agrupados de células musculares cardiacas, musculares
esqueléticas, macrofagos e fibroblastos, tanto primarios como de células de
linhagens estabelecidas. Em relagao aos parasitos, os estudos envolveram as cepas

el/ou clones de T. cruzi:
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Quadro 4: Caracteristicas das células e de T. cruzi utilizados na meta-analise

MOl Fases
Via de (parasita Desfechos gerais em aguda ou
Infecgdo . Infecgao in : célula) A relagao as técnicas e cronica
Estudo Cepa L inoculag Tratamento p Técnicas : -
in vivo 30 vitro e tempo tipos celulares definidas
de apresentados ao lado nos
infecgao estudos
) Multiplicagdo  parasitaria
. 1 x10* Real Time-PCR - ; . Aguda
1. Dhiman o6 C3HHeN TCTs 1omM - de TC18SIDNA (25dpi) — MaIS elevada em lecidos 554 o
& Garg IP apocinina na agua ; ; de animais tratados com o
X10/4 C2C12. . Tecidos cardiaco, - L crénica
2011. (ad libitum) muscular esquelético 2P0Sinina (inibidor  de (150dpi)
q NADPH oxidase) P
In vivo:
1-8 dpi/2-10 dpi
(5mg/kg), IP:
CoPP: SnPP; 8dpi: Maiores numeros de
apocinina; Parasitas/campo; ninhos de amastigotas em
apoferritina ninhos de tecido cardiaco de animais
amastigotas/secéo, tratados com SnPP,
In vitro (48h de Infecgéo ndmeros similares aos do
tratamento): com TCTs Amastigotas/células controle em tecidos
CoPP (20uM, de LLC-MK; Macro- infectadas musculares. 15dpi: mais
1 x 10* 50uM), SnPP em fagos: parasitos /campo nesses
2. Paiva et tripos (50uM) ‘ maprofagps: 31 Pgrcentagem de tecidos, exceto no grupo Aguda (até
Y C57BL/6 , IP I : peritoneais, . células infectadas tratado com CoPP. .
al. 2012. sangui- biliverdina (50uM), Fibroblas . . 30dpi)
. . THP1- . 10- (em paralelo com o Numero similar de
neos bilirrubina (10uM), : . -tos: 10:1 . .
diferencia- amastigote  burden, amastigotas em
resveratrol /12h : .
(50uM) por isso usaram fibroblastos L929, em
ter“ ti,lben porcentagem de céls. cultura no grupo controle
p50 ol\jl ° infectadas 48hpi) infectado n&o ftratado vs
(50uM), Macréfagos Infectado  CoPP. Em
sulforafano (2uM), peritoneais, THP-1, macréfagos, ha um
oltipraz  (75uM), fibroblastos L929 favorecimento do grupo
miL-6 (50ng/mL), SnPP.
FeSOs (100 M,
fonte de Fe?"
paraquat (10-
100uM), PMA
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(200ng/mL),
apocinina (1mM),
N-acetilcisteina

(10uM), SOD-
PEG (25U/poco),
CAT-PEG

(40U/pogo), H20-
(100uM)

Microscopia oOptica de

Crescimento quase linear
dos focos parasitarios

2 16 o ooos  parastanos D008 (O00ce g
. C57BL/6 4 médios (0,7, 14, 21, ] g .
3. Dhiman . 1 x10 o\ células) entre 0-30dpino .
Sylvio (WT e 30dpi); . Aguda (até
& Garg phox TCTs IP : grupo de tecidos de .
X10/4 p47 Real Time-PCR - L phox - 30dpi)
2014. Cc2C12 . animais p47
KO) Tc18SrDNA (30dpi) . .
. . Tc18SrDNA  foi mais
Tecidos cardiaco e .
e elevado em tecidos
muscular esquelético . Y
infectados dos animais
KOs do que em WT.
Intraperitoneal . Lo
4 1 x 10 com ZnPPIX 5 oo/ Malor. multlpllcagzo ge
e BALB/c tripos (5mg/Kg), hemina arasitos/campo paTaS'.tOS em tecidos de Aguda (até
Gutierrez Y sanqui- IP (5mg/K )’ salina (15dpi, 20dpi) animais  tratados com 20dpi)
et al. 2014. 9 (OmgrRg), saina Tecido cardiaco hemina, do que com P
neos inicio: 1hpi, final: ~
. ZnPPIX e ndo tratados.
20hpi
Multiplicagdo  parasitaria
maior em  macréfagos
peritoneais de animais WT
do que AhR KOs.
Microscopia 6ptica Produgcdo de ROS mais
(4hpi e 48hpi) elevada em macréfagos
C57BL/6 3 ) gPCR - Tc18S (10dpi  WT estimulados (zymosan,
2't aBIa;lglsg Y WT e t1ri )o(s 10 IP -I\I-/I(}:(T de LLC 5:1/4h e 15dpi) T. cruzi) do que em KOs. '(Af]gsL:jd?)
: ’ AhR KO) P 2 Tecido cardiaco; Maior carga parasitaria em P
macroéfagos tecidos cardiacos (10dpi)
peritoneais em WT, mas nao
significativamente distinta
em 15dpi. Inflamagao
cardiaca e fibrose menores
em AhR KO (15dpi).
6. Goes et v C57BL/6 Infecgdo de 5:1/2h Parasitos/macréfago Multiplicagdo da cepa Y foi Aguda (até
al. 2016. (WT e macréfagos ) (2hpi e 48hpi) mais  pronunciada em 40dpi)
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Phox peritoneais Macrofagos macrc')fagos WT do que em
KO) (apos peritoneais  ativados gp91°"*" (2hpi-48dpi),
estimulo in vivo com assim como a liberagcéo de
pelo tioglicolato parasitos no sobrenadante
tioglicolato) das culturas (6-7dpi).
por tripos.
1 ) Lrg:r?p?gtrﬂg?;g; de . Maiqr'presenga de material %82';3 (até
7. Vilar- X 10 trans-resveratrol gPCR: genético do parasﬂo'em
Pereira et Cplom- BALB/c tl’lpOS.’ P (10% etanol/PBS), TcS1§/GAPDH grupo tratado com veiculo
al. 2016. biana sanguine veiculo (10% (QOQpl) ] do. que no grupo dos
0s etanol/PBS) Tecido cardiaco animais  tratados com
(60dpi-90dpi) resveratrol.
Ora[ e diaria ? Maior numero de ninhos de Agud.a (ateé
8 partir de 12 dpi: Contagem de ninhos amastigotas em tecidos de 60dpi)
' 60uL 9 . 1astigotas
Contreras- Ninoa BALB/c 10 trivos. P Astaxantina: de amastigotas animais n&o tratados, do
Ortiz et al. pOS. 10mark /dié- (60dpi) que tratados com
2017 Nifurgt]im%X' ’ Tecido cardiaco astaxantina e nifurtimox
100mg/kg/dia (60dpi).

Legenda: TCT: tripomastigotas de culturas celulares, tripo(s): tripomastigotas (s), IP: intraperitoneal. Alguns dados referentes as dosagens n&o estavam disponiveis
nao tendo sido reportados por essa razao.
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8.2.1 Ambiente intracelular: normal versus antioxidante

As primeiras analises foram realizadas utilizando-se dados de experimentos
em que houve tratamento ou condi¢gdes antioxidantes em relacdo ao grupo
considerado “normal” (ndo tratado ou sem a influéncia de condigbes antioxidantes).
Ressalta-se que, baseado em dados da literatura demonstrando que a infec¢ao por
T. cruzi leva a produgdo de ROS (CARDONI; ROTTEMBERG, SEGURA, 1990;
BORGES et al. 1992; MELO et al. 2003; WEN et al. 2010; dos SANTOS et al. 2020),

€ provavel que o grupo considerado normal, nesse caso, seja um ambiente oxidante.

8.2.1.1 RT-PCR/QPCR

Analisando-se os dados de RT/PCR ou gPCR, presente nos trabalhos
selecionados, foi possivel observar uma tendéncia de aumento da multiplicagao
intracelular do T. cruzi em ambientes antioxidantes (figura 13A; tabela A —
APENDICE A). No entanto, como o intervalo de confianca da estimativa geral toca a
linha de nulidade, ndo se pode afirmar que houve diferencas entre os grupos. Além
disso, o valor de P=0,10, ndo indica diferengas estatisticamente significativas entre
os grupos infectado nao tratado e infectado tratado. Pelos estudos de Dhiman &
Garg (2011) e (2014), a cepa Sylvio X10/4 (DTU 1) parece se beneficiar mais de
locais menos oxidantes para sua proliferagdo ou permanéncia. Por outro lado, a
cepa Colombiana, também pertencente a DTU | (Vilar-Pereira et al., 2016) mostrou
maior crescimento em ambientes “normais”. A cepa Y, pertencente a DTU Il (Barroso
et al., 2016), por sua vez, ndo apresentou diferenca entre ambientes mais ou menos
oxidantes, aproximando-se mais da linha de nulidade.

Com o objetivo de verificar a contribui¢cdo isolada de cada um desses estudos
para o resultado final da meta-analise, foi realizada uma analise de sensibilidade
com esses dados (figura 13B, tabelas B, C, D, E — APENDICE A), em que um estudo

por vez foi removido para a avaliagao estatistica.
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A Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI
A A) Dhiman & Garg (2011)
¢ y B B) Dhiman & Garg (2014)
C —=t
=D C} Barroso et al. {2016)
I D) Vilar-Pereira et of, (2016)
-1=E| _E 0 é 1=|:| - <MD dos estudos
Antioxidante MNormal
B Std. Mean Difference Std. Mean Difference
IV, Random, 95% C1 IV, Random, 95% CI
Sem Dhiman & Garg [2011)
—a—
- C
D

: q.T . :
A0 5 ] ] 10

Antioodanta  Normal

-+ | A - | A
—f —
Sem Barroso ef ol (2016) -+ C
*D Sem Vilar-Pereira et al. [2018]
-‘-
A0 .5 0 3 10 -10 5 0 5 10
Anfioxidante Mormal Antigxidante Mormal

Figura 13: Técnicas moleculares em ambientes normal e antioxidante.

A) Meta-analise de técnicas de RT-PCR/qPCR. B) Analise de sensibilidade por estudo. Em verde:
diferengcas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianga de 95%;
losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de 95%.
Legenda: estudos A-B: cepa Sylvio X10/4; estudo C: cepa Y; estudo D: cepa Colombiana.

Novamente, os resultados mostraram que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos infectados n&o tratado e tratado,
exceto quando os dados de Vilar-Pereira et al. (2016), utilizando a cepa Colombiana
(DTU 1) foi retirada da andlise (figura 13B; tabela E — APENDICE A). Apds a
exclusédo dos dados de tal estudo da andlise, os resultados mostram um

favorecimento do crescimento parasitario em ambientes antioxidantes.
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8.2.1.2 Amastigotas/células infectadas e amastigotas /células

Analisando-se a figura 14A (abaixo); tabela F — APENDICE A, relativas a
multiplicagao intracelular de amastigotas por meio de microscopia de luz, observa-se
que na avaliagado conjunta dos dados houve diferenga estatisticamente significativa
de aumento de crescimento do parasito em ambiente “normal”. Vale ressaltar que

em todos estes trabalhos foi utilizada a cepa Y, representante da DTU II.

A Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI A) Paiva e al. (2012)
—;— A
= B Bl Goes et al. (2014]
—T = C C) Barroso et ol (2014)
* * SMD dos estudos

1 L 1 1

1 I L] 1
-4 -2 0 2 4

Antioxidante MNarmal
B
Sid. Mean Difference §td. Mean Difference
IV, Random, 95% CI V. Random, 95% CI
| ¥
S0 Pk et (a2 B Sem Goes et ol {7016)
- = C
- e 3
-10 5 0 5 10 -0 -5 0 5 10
Antiomidante Mormal AnBoxidante MNormal
Sen Barroso ef al. [BO16)
L ]

A0 5 0 5 0
anticmdante MNormal

Figura 14: Técnicas citolégicas em ambientes normal e antioxidante.

A) Meta-analise de amastigotas/células. B) Analise de sensibilidade por estudo.

Em verde: diferengas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianga

de 95%; losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de

95%. Legenda: estudos A-C: cepa Y.

De modo similar ao item anterior (8.2.2.1 — RT-PCR/qPCR), realizou-se uma
analise de sensibilidade para se avaliar o peso de cada estudo para a meta-analise.

Os artigos foram excluidos um a um para avaliagdo de mudangas na estimativa de
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efeito. Esses dados sdo mostrados nas tabelas G-I — APENDICE A, bem como na
figura 14B.

Observou-se que o efeito global nao foi alterado com a analise de
sensibilidade (figura 14B) quando os trabalhos de Goes et al. (2016) ou Barroso et
al. (2016) foram retirados da analise, indicando que a cepa Y (DTU Il) parece preferir
ambientes intracelulares menos antioxidantes para se proliferar (figura 14B; tabelas
H-l — APENDICE A). Ressalta-se, entretanto, que quando Paiva et al. (2012) é
retirado da analise, a diferenga de médias padronizadas dos estudos, representada
pelo diamante, toca a linha de nulidade demonstrando a grande contribuicdo desse
trabalho para o resultado geral (figura 14B; tabela G — APENDICE A)

8.2.2 Focos parasitarios teciduais

O agrupamento de dados relativos aos focos parasitarios teciduais, ou seja,
ninhos de amastigotas/tecido, pseudocistos/campo; parasitos/campo, ninhos de
amastigotas/secgdo, mostram que, considerados todos os trabalhos, ndo ha
diferencas estatisticamente significativas de crescimento parasitario em ambientes
mais ou menos antioxidantes. Nessa avaliagao foi possivel também observar que
ndao houve congruéncia quanto ao crescimento em ambientes mais ou menos
antioxidantes para as cepas da DTU | de T. cruzi (figura 15A, tabela J — APENDICE
A). Por outro lado, a cepa Y (Paiva et al., 2012) mostrou maior numero de focos
parasitarios em ambientes menos antioxidantes.

As andlises de sensibilidade indicaram efeitos semelhantes aos anteriormente
observados para a meta-analise (tabela J — APENDICE A). A remocéo de estudos,
individualmente, resultou em intervalos de confianga amplos e atravessando a linha
de nulidade (figura 15B). Isso indica que as estimativas globais, ndo se
considerando a DTU, podem estar tanto favorecendo tanto o ambiente antioxidante,
quanto o normal (figura 15B, tabelas K-N — APENDICE A;).
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A 5td. Mean Difference
IV, Random, 95% ClI
- A A) Paiva et al. (2012)
b—u- B) Gutierrez et al. (2014)
Ca
—— [ ] Ohiman & Garg (2014)

D) Comtreras-Ortiz et al. (2017)

f f ! } b ‘- SMD dos estudos

-0 -5 0 5 10
Antoxidante MNormal

B
Lid. Mean Difference £1d. Mean Ditference
IV, Random, 95% C1 IV, Random, 95% CI
Sem Paiva et ol. (2012) = A
B —— Sem Gutlerrez et ol [2014)
= Cm
—-— D —a—D
A0 5 0 5 10 0 50 10
Anbgondants MNarmal Antomdante Normal
B B-=
Serm Dhiman B Garg (2014) L
—a—0D

Serm Contreras-Ortiz et al. (2017)

10 5 0 % 10 A0 5 0 5 10
Antioxidante Mormal Anboxidanie Mormal

Figura 15: Técnicas histologicas teciduais em ambientes normal e antioxidantes.

A) Meta-analise de focos parasitarios teciduais. B) Analise de sensibilidade. Por estudo. Em verde:
diferencas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confiangca de 95%;
losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de 95%.
Legenda: estudos A-B: cepa Y; estudo C: Sylvio X10/4; estudo D: cepa Ninoa.
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8.2.3 Ambiente intracelular: normal versus oxidante

Visando-se verificar se os padrées seriam similares aqueles vistos com os
antioxidantes, agrupou-se os dados relativos aos grupos de animais ou células
infectados e ndo tratados e se comparou com aqueles tratados com substancias,
dessa vez, pro-oxidantes (figura 16A). Para essa analise foram utilizados apenas os
dados de técnicas histologicas presentes em Paiva et al. (2012), Gutierrez et al.
(2014) e Contreras-Ortiz et al. (2014), uma vez que os outros estudos nao utilizaram
substancias ou condigdes pré-oxidantes.

A estimativa de efeito geral indica que ndo ha diferengas de preferéncias
multiplicativas em favor de ambientes normais ou oxidantes, ja que o intervalo de
confianca toca a linha de nulidade e o valor de P=0,14. (tabela O — APENDICE A,
figura 16A). Aparentemente, existe uma tendéncia de favorecimento a multiplicacéo
em ambientes menos oxidantes.

Andlises de sensibilidade também foram conduzidas e corroboraram o
descrito acima, ou seja, favorecimento da multiplicacdo em ambientes menos
oxidantes (figura 16B, tabelas P-R — APENDICE A).
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A Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI
"
B
—_—C B) Gutierrez et al, (2014)

<>
t % 1: ‘ SMD dos estudos

.20 10 0 10 20
Mormal Oxidante

A) Paiva eral, (2012)

C) Contreras-Ortiz et al. (2017}

B
Sid. Mean Difference £td. Mean Difference
IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% Cl
A

Sem Paiva et al. (2013)
Sem Gutierrez et al. (2014)

q0 50 £ 10

Mormal OCadante Mormal Owidanie

Siem Contreras-Ortiz et al. (2017)
A0 5 0 A 10
HNormal Caodante

il

Figura 16: Técnicas histolégicas em ambiente intracelular normal vs. oxidante.

A) Meta-analise de focos parasitarios. B) Analise de sensibilidade por estudo. Em verde: diferengas
de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianga de 95%; losango:
sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de 95%. Legenda:

estudos A-B: cepa Y; estudo C: cepa Ninoa.
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8.2.4 Meta-andlise de técnicas agrupadas: Modelo de Efeitos Aleatorios

Finalmente, fizemos uma analise levando-se em conta todas as técnicas
agrupadas por meio de dois modelos. O primeiro foi o de Efeitos Aleatdrios (figura
17) e, como esperado, uma vez que a maior parte dos dados exibiu alta
heterogeneidade (Chi’=128,28, p<0,00001; 1?=92%) e nado revelou diferencas
estatisticamente significativas para ambiente oxidantes ou antioxidantes nos dados
anteriores (Z=0,12, P=0,90), a estimativa de efeito (diamante) e o intervalo de

confianca se sobrepdem a linha de nulidade (figura 17; tabela S — APENDICE A).

Sid. Maan Diterence
IV, Random, 95% CI

A A) Dhiman & Garg (2011) 7
B L Sylvio X10/4
g | B) Dhiman & Garg (2014)
- C) Barroso et al. (2016) [ Y
D) Wilar-Pereira et al. (2016) } Colombiana
g |~ F E) Paiva et al. (2012)
e - Y
- I F) Gutierrez et al. (2014)
- :
G) Contreras-Ortiz et al. (2017) ]‘ Ninoa
H) Goes et al. (2016) ]~ Y
“:E " 58D dos estudes
~H
*

i : ? ; :
-0 -5 0 5 10

Antioodante Normal

Figura 17: Meta-analise com Modelo de Efeitos Aleatérios: dados globais, agrupamento das
diferentes técnicas. Ambiente antioxidante vs. normal.

Em verde: diferengas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianga
de 95%; losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianca de
95%.
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8.3 Analise de subgrupos por técnicas agrupadas: Modelo de Efeitos

Aleatorios

Foram feitas também analises de subgrupos, definidas a posteriori, para a
comparagao entre técnicas e identificar possiveis fontes de heterogeneidade. Apesar
dos estudos serem 0os mesmos em muitos subgrupos, julgou-se adequado essa
comparagao, ja que as técnicas utilizadas para a avaliagcdo dos desfechos eram
distintas a analise dos subgrupos indicou 73,3% de heterogeneidade pelo teste do 12,

Para o Modelo de Efeitos Aleatérios retiramos um grupo de técnicas por vez,
com o objetivo de avaliar a influéncia destas para a meta-analise (figuras 18-20;
tabelas T-V — APENDICE A). Em todos os testes o sumario das estimativas
(diamante) toca a linha de nulidade, nota-se uma tendéncia ao favorecimento de
ambiente intracelular, ora normal (figura 18), ora antioxidante (figuras 19-20). Essa
analise sugere algumas possiveis fontes de heterogeneidade metodoldgica presente
na meta-analise, embora o baixo numero de estudos incluidos tenha sido uma
limitacdo para essa investigagao.

A fonte principal observada, relativa a técnica, se da por aquelas de origem
molecular. A heterogeneidade é substancialmente reduzida sem a presenga de RT-
PCR/QPCR, caindo de 1°=73,3% (figura 17; tabela S — APENDICE A), para 1°=27,4%
entre os subgrupos (figura 18, tabela T- APENDICE A).
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Std. Mean Difference
IV, Randam, 95% Cl

A) Dhiman & Garg (2011)
- Sylvio X10/4
B) Dhiman & Garg (2014)
Remogio de -
RT-PCR/QPCR ) Barroso etal. (2016) [ Y
D) Vilar-Pereira et al, tlﬂlﬁf- Colombiana
B —E E) Paiva et al. (2012)
+* ¥
F ~ G F) Gutierrez et al. (2014)
- )
G) Contreras-Ortiz et al. tlﬂl?ﬁ} Ninoa
H) Goes et al. (2016) ]» ¥
_,_:CE ’ KD dos estudos
——H
L 4

A0 -5 0 5 10
Antioddante Mormal

Figura 18: Anadlise de subgrupos: remogcdo das técnicas moleculares. Modelo de Efeitos
Aleatérios. Ambiente antioxidante vs. normal.
Em verde: diferengas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianga

de 95%; losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de
95%.

A remocgao das técnicas histoldgicas ndo impactou em grande nivel na
heterogeneidade dos estudos (figura 19, tabela U — APENDICE A), a qual
permaneceu alta e foi detectada tanto pelo teste de qui-quadrado (Chi2=6,69,
P=0,010), quanto pelo do I? (85,1%).
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A) Dhiman & Garg (2011)
- Sylvio X10/4

B) Dhiman & Garg (2014)

C) Barroso et al. (2016)

D) Vilar-Pereira et al. (2016) [ Colombiana
E) Paiva et al. (2012)

F) Gutierrez et al. (2014)
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G) Contreras-Ortiz et al. (2017) }
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Figura 19: Andlise de subgrupos por técnicas: remogao das técnicas histolégicas. Modelo de
Efeitos Aleatérios. Ambiente antioxidante vs. normal.

Em verde: diferengas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianga
de 95%; losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de

95%.
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A remocgao das técnicas citologicas das analises também refletiu em reducéo
da heterogeneidade figura 20, (tabela V — APENDICE A). Assim como aconteceu
indicado anteriormente o teste de qui-quadrado nado indicou diferengcas entre os
subgrupos (Chi?=1,71, P=0,19), ja o I? foi reduzido de 73,3% para 41,6%, com a

remogao de amastigotas/células ou células infectadas da analise.
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B—— =l 8) Dhiman & Garg [2014)
- D ¥
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— E E) Paiva et o, (2012)
B~ ¥
F == G F) Gutierrez et al. (2014)
-> G) Contreras-Ortiz et al. :zmﬂ} Ninoa

H) Goes et al. [2015}]’ ¥
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amastigotas/células
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Figura 20: Analise de subgrupos: remocdo das técnicas citologicas. Modelo de Efeitos
Aleatérios. Ambiente antioxidante vs. normal.

Em verde: diferengas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianca
de 95%; losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de
95%.
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8.3.1 Meta-andlise de técnicas agrupadas: Modelo de Efeitos Fixos

O segundo modelo utilizado, definido a posteriori, foi o de Efeitos Fixos (figura
21; tabela W — APENDICE A), o qual sugere uma maior multiplicaco intracelular em
ambiente normal (oxidante), Z=2,61, P=0,009. Assim como no Modelo de Efeitos
Aleatdrios, a heterogeneidade ¢ alta, (Chi?=128,28, p<0,00001; 1°°92%). A analise de
subgrupos indicou diferengas entre as técnicas estudadas (Chi?>=39,01, p<0,00001;
1= 94,9%).
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IV, Fimed, 25% Ci

A
B 4
c .
D A) Dhiman & Garg (2011) 7
- L Sylvio X10/4
B} Dhiman & Garg (2014)
C)Barroso etal. (2016) | T
—— E
B D) Vilar-Pereira et al. I{EEIE:I:I» Colombiana
F—— :
 m—— E) Paiva et al. (2012)
- LY
F] Gutierrez et al. (2014)
G) Contreras-Ortizet al. (2017) = Ninoa
CE -
H H) Goes et al. (2016) -|- ¥
.
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Figura 21: Meta-analise com Modelo de Fixos: dados globais, agrupamento das diferentes
técnicas. Ambiente antioxidante vs. normal.

Em verde: diferengas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianga
de 95%; losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de
95%; seta sem intervalo de confianga: SMD do estudo esta bastante deslocada para a esquerda,
além da escala presente no grafico.



8.3.1.1 Analise de subgrupos por técnicas agrupadas: Modelo de Efeitos Fixos

Assim como realizado no modelo de Efeitos Aleatérios. A andlise de
subgrupos foi realizada a posteriori, removendo-se um grupo de técnicas por vez
(figuras 22-24, tabelas X-Z — APENDICE A).

A figura 22 e a tabela X — APENDICE A mostram a contribuigdo de RT-

PCR/QPCR para a meta-analise, de modo que com sua remog¢do houve um

favorecimento da proliferagdo intracelular de T. cruzi em ambiente mais oxidativo

(Z=3,58, P=0,0003). A andlise de subgrupos demonstrou que o 1°=96,9%,

permanecendo, portanto, alta.
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Figura 22: Andlise de subgrupos: remocao de técnicas moleculares. Modelo de Fixos.

Ambiente antioxidante vs. normal.

Em verde: diferengas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianga
de 95%; losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de

95%.
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A remocdo das técnicas histologicas (figura 23; tabela Y — APENDICE A)
também mostra um favorecimento do ambiente intracelular normal, em detrimento do
antioxidante (Z=4,45, p<0,00001) e a analise de subgrupos revela heterogeneidade
existente entre eles (Chi?=23,44, P< 0,00001; 1°=95,7%).

Std. Mean Difference

IV, Fixed, 95% CI
A
4 = =
i B
C
_— =} D
-~
1 A) Dhiman & Garg (2011)
}A Sylvio K10/ 4
B) Dhiman & Garg (2014)
_ C) Barroso et al. (2016) ][ ¥
Remogao de focos
parasitarios D) Vilar-Pereira et ol (2016) | Colombiana
E) Paiva et al. (2012)
¥
F} Gutierrez et al. (2014)
E -
— c G) Contreras-Ortizet al. (2017) F  Ninoa
H) Goes ef al. (2016) = Y
.
A 05 0 05 1

AnBomdante MNorma

Figura 23: Anadlise de subgrupos: remoc¢do de técnicas histolégicas. Modelo de Fixos.
Ambiente antioxidante vs. normal.

Em verde: diferengas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianca
de 95%; losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianga de
95%; seta sem intervalo de confianga: SMD do estudo esta bastante deslocada para a esquerda,
além da escala presente no grafico.

Quando as técnicas citolégicas sao retiradas, observa-se que o diamante toca
a linha de nulidade e nao ha diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos. A analise de subgrupos revela pelos testes de qui-quadrado e do 2 que nao
ha heterogeneidade entre os grupos restantes, Chi?=0,09, P=0,76; 1°=0%, sugerindo
que a fonte de heterogeneidade principal do estudo se deve ao grupo de
amastigotas/células ou células infectadas.
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Figura 24: Anadlise de subgrupos: remocéao de técnicas citolégicas. Modelo de Fixos. Ambiente
antioxidante vs. normal.

Em verde: diferengas de médias padronizadas de cada estudo; linhas pretas: intervalo de confianga
de 95%; losango: sintese da evidéncia, a largura do losango representa seu intervalo de confianca de
95%; seta sem intervalo de confianga: SMD do estudo esta bastante deslocada para a esquerda,
além da escala presente no grafico.



44

9 DISCUSSAO

Os estudos incluidos e elegiveis para a meta-analise utilizaram diversas
linhagens celulares e de camundongos, de sexos distintos e com backgrounds
genéticos selvagens ou knockouts. Os regimes de utilizagdo de pré6 ou de
antioxidantes e a natureza dos mesmos também foram variados. Isso se refletiu nos
dados com heterogeneidade elevada, acima de 90% e possivelmente na nédo
significancia estatistica entre os grupos tratados/KO e nao tratados/WT em termos
de proliferagao intracelular de T. cruzi. Além disso, o0 numero de artigos avaliados
estatisticamente foi pequeno e as técnicas utilizadas nos ensaios variadas, o que se
soma aos fatos descritos anteriormente. Nao ha uma padronizacdo de desenhos
experimentais entre os estudos de multiplicagao intracelular, como por exemplo, a
observacao dos pontos iniciais e tardios de infeccdo, como Oh, 24h, 48h, 72h, 96h.
Alguns estudos usam pontos fixos, como avaliacdo da replicacdo 48h depois da
infeccao.

Apesar do exposto acima, € notorio que, quando analisado o grupo de T. cruzi
com um todo, independentemente da técnica, em conjunto ou agrupadas, nao foi
possivel observar vantagens para a multiplicacdo intracelular de T. cruzi em
ambiente antioxidante ou oxidante. Também nao foi possivel estabelecer, quando
avaliadas em conjunto, um consenso sobre efeitos positivos ou negativos de
ambientes antioxidantes ou oxidantes em cada DTU, | ou I, separadamente.

Com relagdo a DTU |, o grupo com mais representantes nesse estudo, sendo
eles: Sylvio X10/4, Colombiana e Ninoa os resultados foram divergentes com
relacdo a resposta de divisdo intracelular frente a ambientes mais ou menos
oxidantes. Dados de Llewellyn et al. (2009), bem como da revisdo de Ramirez &
Hernandéz (2018) suportam a diversidade genética dentro do grupo Tc | (DTU I). Os
autores evidenciam ndo s6 marcadores moleculares distintos, assim como
comportamentos biolégicos variados, como demonstrado, por curvas de parasitemia,
dados de histopatologia e comportamentos ecolégicos variados. Ramirez &
Hernandéz (2018) evidenciam ainda que, Tcl pode ser agrupado em dois grupos:
doméstico e silvestre, conforme sua circulagdo nos hospedeiros. As cepas
pertencentes ao primeiro grupo apresentam, em geral, menor diversidade genética,
sao encontradas em pacientes de fase crénica e causam menos danos teciduais que
aquelas cepas pertencentes ao segundo grupo (RAMIREZ & HERNANDEZ, 2018).
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As cepas do grupo silvestre geram niveis mais baixos de parasitemia, porém levam
ao desenvolvimento de mais sintomas na fase aguda da infecgéo e a alteragdes na
homeostase dos tecidos do hospedeiro (RAMIREZ & HERNANDEZ, 2018).

Dados de Henrique et al. (2016) corroboram a divisdo da DTU | nestes dois
grupos, uma vez que neste trabalho foi mostrado que as cepas Ninoa e Colombiana
isoladas de pacientes nas fases aguda e crénica da infeccdo (MONTEON et al.,
1996; FEDERICI, ABELMAN, NEVA., 1964), respectivamente, possuem curvas de
parasitemia e expressdo de antigenos de superficie diferenciados apds a infecgao
em camundongos Swiss. De acordo com os dados obtidos na presente meta-
analise, no entanto, ndo foi possivel agrupar o perfil de crescimento em ambientes
pré ou antioxidantes das cepas Sylvio X10/4 e Ninoa, ambas do grupo silvestre
dentro da DTU | (SILVEIRA et al., 1979; MONTEON et al., 1996). Embora a cepa
Colombiana tenha tido maior preferéncia para ambientes oxidantes (VILAR-
PEREIRA et al. 2016) e cepa Sylvio X10/4 por ambientes mais antioxidantes
(DHIMAN & GARG,2011, 2014), Ninoa, apresentou maior preferéncia para
ambientes oxidantes (CONTRERAS-ORTIZ, 2017). Destaca-se que dados do nosso
grupo mostram que o crescimento intracelular do clone Col1.7G2, derivado da cepa
Colombiana, nao foi alterado pela agao de agentes antioxidantes (DIAS et al. 2017).
Segundo Zago et al. (2016), as cepas Colombiana e Sylvio X10/4 apresentaram
maiores parasitemias, multiplicagdes intracelulares (Tc18S), escape das células
infectadas, expressdes aumentadas de enzimas da maquinaria antioxidante e de
proteinas do citoesqueleto, associadas a motilidade desses parasitos, além de
resisténcia a desafios com peroxido de hidrogénio e peroxinitrito (in vitro) quando
comparadas com a cepa TCC (clone cultivado, TclV). Isso corrobora o perfil cepa-
especifico dentro da DTU |, em diferentes fases de vida de T. cruzi.

Em relagao a cepa Y (DTU ll), fica claro que essa linhagem de T. cruzi parece
ter uma replicacao intracelular mais favoravel em ambientes mais oxidantes, quando
a técnica utilizada se referiu a contagem direta de parasitos intracelulares por célula
infectada, em ensaios de infec¢do in vitro em cultura celular (PAIVA et al., 2012;
GOES et al., 2016; BARROSO et al., 2016). No entanto, quando avaliada a carga
parasitaria pela técnica de PCR em ensaios de infecgéo in vivo em camundongos
(BARROSO et al., 2016), essa cepa mostrou preferéncia por desenvolvimento em
ambientes antioxidantes. Além das diferengcas das técnicas utilizadas, essas

divergéncias podem estar relacionadas ao fato de que nas técnicas citologicas
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(microscopia de luz) Paiva et al (2012), Goes et al. (2016) e Barroso et al. (2016)
foram analisados, em sua maioria macrofagos, enquanto que em Barroso et al.
(2016), avaliados por PCR, o tecido utilizado foi o cardiaco. Adicionalmente, no
ambiente in vivo ha a atuagdo de componentes do sistema imune do hospedeiro, os
quais poderiam estar interferindo nesse processo. De qualquer forma, epimastigotas
e metaciclicas da cepa Y apresentaram menor viruléncia e expressao de enzimas
antioxidantes da primeira linha de defesa (triparredoxinas peroxidases e tripanotiona
sintetase), ou seja, que detoxificam os agentes oxidantes propriamente ditos e nao
seus produtos de reagdo, como hidroperoxidos organicos, quando comparadas com
outras cepas, de DTUs distintas (PIACENZA et al., 2009). Sendo assim, esses
produtos secundarios poderiam estar sendo utilizados como sinalizadores para o
crescimento intracelular do parasito. Alguns autores acreditam que os tipos de
espécies reativas influenciam na sua acgdo sobre a célula, ou seja, processos de
sinalizagdo seriam feitos por moléculas de origem primaria e o estresse oxidativo,
por moléculas secundarias, embora isso ndao seja um consenso (MOLDOGAZIEVA
et al., 2018) e n&do muito provavel. Ha ainda dados do nosso grupo que mostram que
a cepa JG, outro representante da DTU Il, também apresenta maior capacidade
replicativa em ambientes intracelulares oxidantes (DIAS et al. 2017). Embora esses
ultimos dados possam sugerir que para a DTU Il, ao contrario da DTU |, ha uma
preferéncia por desenvolvimento parasitario em ambientes mais oxidantes, seria
prematuro fazer essa afirmacédo baseado em apenas dois representantes (JG e Y)
desse grupo.

A meta-analise indica que ndo ha um consenso de preferéncia de crescimento
de T. cruzi conforme a cepa ou as DTUs, em relacdo a caracteristicas mais
redutoras ou oxidantes do ambiente intracelular. Outra hipotese que merece
investigacao € que esses aspectos podem ser cepa-especificos, em vez de DTU-
especificos. Isso aparentemente acontece nas familias multigénicas de proteinas de
superficie de T. cruzi, por exemplo (WANG et al. 2021).

Possivelmente, as diferengas observadas devam a condi¢gdes de producgao ou
nao e niveis de ROS gerados no ambiente intracelular, expressdo de enzimas
antioxidantes pelo parasito e acdo do sistema imune do hospedeiro. Além disso,
diferentes tipos de agentes oxidantes e redutores foram aplicados nas células e nos
animais, os quais tém papeis biologicos e quimicos particulares. Sendo assim, mais

do que o grupo parasitario ao qual pertence, os niveis de ROS presentes no
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ambiente seriam determinantes para influenciar a multiplicagdo do parasito. O
trabalho de Wezena et al.(2017), com Plasmodium falciparum demonstra que os
niveis, tanto de agentes oxidantes (tert-butil hidroperéxido, um hidroperéxido
organico; HyO,. diamida) quanto de antioxidantes (ascorbato, NAC, ditiotreitol),
poderiam ser prejudiciais para o crescimento parasitario de duas cepas do
apicomplexo.

Sobre o0 processo de descricdo dos dados presentes nos artigos, as
caracteristicas dos animais, a alocagdo dos mesmos, randomizag¢ao, cegamento dos
pesquisadores para os grupos controle e experimental, descricdo dos n amostrais
por grupo nos experimentos é ausente ou reportada de modo pouco claro, o que
poderia tornar os dados dos estudos tendenciosos, afastando-os da realidade
(APENDICE B). Nas revisdes sistematicas com meta-analises os valores de p
podem ser usados para se fazer estimativas, quando ha falta de dados, mas
raramente estes sdo frequentemente descritos como “p<0,05”, o que implica em
adaptacgdes e estimativas para o valor de p durante a meta-analise. O uso de p para
os calculos nesse estudo nao foi necessario, porém merece consideracao, ja que
facilitaria para grupos de pesquisa que desejassem fazer outros tipos analises. Outro
ponto a ser considerado é o chamado n-amostral e a independéncia das amostras,
conforme recomenda Lazic; Clarke-Williams; Munafo (2018). Os estudos incluidos
continham designs experimentais que viabilizavam o tratamento de antioxidantes
aos animais, por exemplo, junto com a agua. Dessa forma, cada camundongo nao
deveria ser tratado como sendo uma entidade individual. Seria mais adequado
considerar a caixa em que eles foram agrupados como uma entidade experimental
unica nesses casos, mas esse tipo de informacao nao estava presente. Como este
estudo teve como foco analises moleculares, cito e histolégicas, esse tipo de dado
nao precisou ser retirado e computado, mas isso seria importante para nao se
superestimar os efeitos obtidos, minimizando o risco de viés.

E possivel observar, dessa forma, que o nimero de estudos relacionados a
influéncia dos niveis de ROS no ambiente intracelular para o desenvolvimento de T.
cruzi ainda é escasso. Ademais, a maior parte dos estudos se concentra em cepas
especificas, as quais sdo utilizadas com mais frequéncia e sdo possivelmente mais
faceis de serem cultivadas em laboratério, como por exemplo, a cepa Y. Embora a
padronizacdo de metodologias ndo seja possivel e talvez nem adequada, pois

limitaria de algum modo o alcance das descobertas cientificas, seria importante que
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se ampliasse o alcance dos estudos com ROS em amastigotas intracelulares de T.
cruzi para que resultados mais fidedignos possam ser alcangados, auxiliando no

desenho de estratégias clinicas mais eficientes no combate a infecgao.

10 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A investigagao apresentada, embora ndo experimental, busca o agrupamento
da evidéncia cientifica em pesquisa basica na doenga de Chagas relacionada a
interacao parasito-hospedeiro. A pesquisa focou nas infecgbes intracelulares por T.
cruzi e em condigdes experimentais oxidativa ou redutoras.

As meta-analises realizadas englobaram um pequeno numero de estudos,
com alta heterogeneidade, o que dificultou uma conclusdo definitiva acerca de como
as espécies reativas do oxigénio (ROS) afetam a multiplicagdo de T. cruzi,
reforcando a necessidade da geragdao de mais dados experimentais sobre esse
tema. Entretanto, pelos resultados obtidos, que foram variados entre parasitos de
mesmo grupo, acreditamos que n&o ha um perfil DTU-especifico. Endossamos,
portanto, a hipotese de que as caracteristicas de replicagdo do protozoario em
questdo sao cepa-especificas com relagdo a replicacdo intracelular, tanto em

ambientes oxidantes, quanto redutores.

10.1 Limitagoes da pesquisa

e Apenas um revisor participou do processo de selecio e extracdo de dados;
e A literatura cinza nao foi incluida nesse trabalho;

e Baixo n amostral de estudos na meta-analise.
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APENDICE A - Tabelas das meta-analises realizadas via Review Manager

Abaixo estdo representadas as tabelas referentes as meta-analises por

técnica e suas respectivas analises de sensibilidade.

a) Técnicas moleculares: RT-PCR/qPCR

Tabela A: Meta-analise de técnicas moleculares em ambientes normal e antioxidante

Infectado ndo tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl
Dhiman & Garg 2011 230,350 79,311.8586 12 534,950 234,157.8003 12 29.0% -1.68[-2.64,-0.73]
Dhiman & Garg, 2014 325.7 314 8 1,605 140 8 134% -1192[16.78,-7.06)
Barroso etal. 2016 3,470 2,002.0743 6 47815 1,641.9572 6 28.3% -0.66 [-1.84,0.52]
Vilar-Pereira et al. 2016 1.4615 1.6838 13 0.0965 0.0843 17 29.4% 1.20[0.41, 2.00)
Total (95% CI) 39 43 100.0% -1.92 [-4.29, 0.46]

Heterogeneity. Tau®= 4.83; Chi*= 44.20, df= 3 (P < 0.00001), F=93%
Testfor overall effect: Z=1.58 (P =0.11)

a.1) Analises de sensibilidade: técnicas moleculares (RT-PCR/ qPCR)

Tabela B: Analise de sensibilidade por remog¢ao de Dhiman & Garg (2011), técnicas
moleculares

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI
Dhiman & Garg 2011 230,350 79,311.8586 12 534,950 234157.8003 12 0.0% -1.68 [-2.64,-0.73)
Dhiman & Garg, 2014 325.7 31.4 8 1,605 140 8 220% -1192[16.78,-7.06]
Barroso et al. 2016 3,470 20020743 6 47815 1,641.9572 6 38.5% -0.66 [-1.84,0.52]
Vilar-Pereira et al. 2016 1.4615 1.6838 13 0.0965 0.0843 17 39.5% 1.20(0.41, 2.00)
Total (95% Cl) 27 31 100.0% -2.40 [-5.77,0.97]

Heterogeneity: Tau? = 7.32; Chi*= 31.78, df = 2 (P < 0.00001); F= 94%
Test for overall efiect Z=1.39 (P = 0.16)
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Tabela C: Analise de sensibilidade por remogao de Dhiman & Garg (2014), técnicas
moleculares

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI
Dhiman & Garg 2011 230,350 79,311.8586 12 534,950 234,157.8003 12 335% -1.68 [-2.64,-0.73)
Dhiman & Garg, 2014 3257 314 8 1,605 140 8 0.0% -11.92[16.78,-7.06)
Barroso etal. 2016 3,470 2,002.0743 6 47815 1,641.9572 6 320% -0.66 [-1.84,0.52)
Vilar-Pereira etal. 2016 1.4615 1.6838 13 0.0965 0.0843 17 34.5% 1.20 [0.41, 2.00)
Total (95% ClI) 31 35 100.0% -0.36 [-2.20, 1.48]

Heterogeneity: Tau®= 2.38, Chi*= 21.80, df= 2 (P < 0.0001), F=91%
Testfor overall effect: Z=0.38 (P = 0.70)

Tabela D: Analise de sensibilidade por remogao de Barroso et al. (2016), técnicas moleculares

Infectado néo tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% ClI
Dhiman & Garg 2011 230,350 79,311.8586 12 534,950 234,157.8003 12 38.6% -1.68 [2.64,-0.73)
Dhiman & Garg, 2014 3257 314 8 1,605 140 8 224% -11.92[-16.78,-7.06)
Barroso etal. 2016 3,470 2,002.0743 6 47815 1,641.9572 ] 0.0% -0.66 [-1.84, 0.52)
Vilar-Pereira etal. 2016 1.4615 1.6838 13 0.0965 0.0843 17 39.0% 1.20[0.41, 2.00)
Total (95% Cl) 33 37 100.0% -2.86 [-6.34, 0.63]

Heterogeneity: Tau®= 7.96; Chi*= 43.65, df= 2 (P < 0.00001); F=95%
Test for overall effect. Z=1.61 (P=0.11)

Tabela E: Analise de sensibilidade por remoc¢ao de Vilar-Pereira et al. (2016), técnicas
moleculares

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl
Dhiman & Garg 2011 230,350 79,311.8586 12 534,950 234,157.8003 12 409% -1.68 [-2.64,-0.73)
Dhiman & Garg, 2014 325.7 N4 8 1,605 140 8 191% -11.92[-16.78,-7.06]
Barroso etal. 2016 3,470 20020743 6 47815 1,641.9572 6 40.0% -0.66 [-1.84,0.52)
Vilar-Pereiraetal. 2016 1.4615 1.6838 13 0.0965 0.0843 17 0.0% 1.20 [0.41, 2.00]
Total (95% Cl) 26 26 100.0% -3.23[-6.09, -0.38]

Heterogeneity: Tau®= 4.95; Chi*=18.77, df= 2 (P < 0.0001); F=90%
Test for overall effect: Z= 2.22 (P = 0.03)
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b) Técnicas citolégicas: amastigotas/células infectadas ou amastigotas/células

Tabela F: Meta-andlise de técnicas citologicas em ambientes normal e antioxidante

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl Year
Paiva etal. 2012 19.6039 7.2203 36 100093 5.1804 48 554% 1.55[1.06, 2.04] 2012
Goes etal. 2016 0.6455 0.3445 6 0.0865 0.0264 6 18.0% 2.11[0.58, 3.64] 2016
Barroso etal. 2016 712.8 370458 3 549.7 219.4207 6 26.6% 0.49 [-0.66, 1.65] 2016
Total (95% Cl) 48 60 100.0% 1.37[0.62, 2.12]

Heterogeneity: Tau*=0.20; Chi*= 349, df=2 (P=0.17); = 43%
Test for overall effect: Z= 3.59 (P = 0.0003)

b.1) Andlise de sensibilidade: técnicas citolégicas: amastigotas/células ou
células infectadas

Tabela G: Analise de sensibilidade por remocgao de Paiva et al. (2012), técnicas citolégicas

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% ClI
Paivaetal 2012 19.6039 7.2203 36 10.0093 51804 48 0.0% 1.55[1.06, 2.04)
Goes etal. 2016 06455 0.3445 6 0.0865 0.0264 6 45.0% 2.11[0.58, 3.64)
Barrosoetal. 2016 712.8 370.458 B 549.7 2194207 6 55.0% 0.49 [-0.66, 1.65]
Total (95% CI) 12 12 100.0% 1.22 [-0.35, 2.80]

Heterogeneity: Tau®= 0.83; Chi*= 2.73, df=1 (P=0.10); F= 63%
Test for overall effect Z=1.52 (P =0.13)

Tabela H: Analise de sensibilidade por remogao de Goes et al. (2016), técnicas citologicas

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI
Paiva etal. 2012 196038 7.2203 36 10.0093 5.1804 48 62.8% 1.55 [1.06, 2.04)
Goes etal. 2016 06455 03445 6 0.0865 0.0264 6 0.0% 211 [0.58, 3.64)
Barroso etal. 2016 712.8 370.458 B 549.7 219.4207 6 37.2% 0.49 [-0.66, 1.65)
Total (95% CI) 42 54 100.0% 1.16 [0.16, 2.16]

Heterogeneity: Tau®= 0.35; Chi*= 2.70, df=1 (P=0.10); F=63%
Test for overall effect Z=2.27 (P=0.02)
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Tabela I: Analise de sensibilidade por remog¢ao de Barroso et al. (2016), técnicas citolégicas

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% ClI
Paivaetal. 2012 19.6038 7.2203 36 10.0093 51804 48 90.6% 1.55[1.06, 2.04]
Goes etal. 2016 0.6455 0.3445 6 0.0865 0.0264 B 9.4% 2.11[0.58, 3.64]
Barroso etal. 2016 7128 370.458 6 5497 219.4207 B 0.0% 0.49 [-0.66, 1.65)
Total (95% Cl) 42 54 100.0% 1.60 [1.13, 2.07]

Heterogeneity: Tau®*= 0.00; Chi*= 047, df=1 (P=0.49);, F=0%
Test for overall effect: Z=6.68 (P < 0.00001)

c) Técnicas histologicas: focos parasitarios teciduais

Tabela J: Meta-analise de focos parasitarios teciduais em ambientes normal e antioxidantes

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference

Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI
Paiva etal. 2012 64,985 436744 11 16.8028 12.73 11 259% 1.44 [0.48, 2.40)
Gutierrez etal. 2014 11.94 441 10 45805 17.2632 10 24.8% -2.57[-3.82,-1.32)
Dhiman & Garg, 2014 1.2502  2.0143 24 4,453 43256 24 27.0% -0.893 [-1.53,-0.34]
Contreras-Oriz et al. 2017 35 3.9 B 24 3.05 6 22.3% 2.90[1.09, 4.71)
Total (95% Cl) 51 51 100.0% 0.13 [-1.80, 2.06]
Heterogeneity. Tau®= 3.51; Chi*= 41.58, df= 3 (P < 0.00001); I*= 93%
Test for overall effect: Z=0.13 (P = 0.90)

c.1) Analise de sensibilidade: técnicas histolégicas (focos parasitarios

teciduais)

Tabela K: Analise de sensibilidade por remogao de Paiva et al. (2012), técnicas histolégicas

Infectado néo tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total  Mean SD _ Total Weight IV, Random, 95% CI
Paiva etal. 2012 64.985 43.6744 11 16.8028 1273 1 0.0% 1.44(0.48, 2.40]
Gutierrez et al. 2014 11.94 441 10 45805 17.2632 10 33.5% -2.57 [-3.82,-1.32)
Dhiman & Garg, 2014 1.2502  2.0143 24 4453 43256 24 36.2% -0.93 [-1.53,-0.34]
Contreras-Ortiz et al. 2017 35 39 6 24 3.05 6 30.2% 2.90(1.09,4.71]
Total (95% CI) 40 40 100.0% -0.32[-2.64, 1.99]

Heterogeneity: Tau*= 3.74, Chi*= 23.80, df= 2 (P < 0.00001); F= 92%
Test for overall effect Z=0.27 (P=0.78)
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Tabela L: Analise de sensibilidade por remogao de Gutierrez et al. (2014), técnicas histologicas

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI
Paiva etal. 2012 64.985 436744 11 16.8028 12.73 11 345% 1.44[0.48, 2.40]
Gutierrez et al. 2014 11.94 4.41 10 45805 17.2632 10 0.0% -2.57[-3.82,-1.32)
Dhiman & Garg, 2014 1.2502 2.0143 24 4,453 43256 24 36.0% -0.93 [1.53,-0.34]
Contreras-Ortizet al. 2017 35 39 6 24 3.05 6 29.5% 2.80[1.08, 4.71)
Total (95% ClI) 41 41 100.0% 1.02 [-1.16, 3.19]

Heterogeneity: Tau*= 3.34; Chi*= 27.84, df= 2 (P < 0.00001); F= 93%
Test for overall effect: Z= 0.91 (P = 0.36)

Tabela M: Analise de sensibilidade por remo¢ao de Dhiman & Garg (2014), técnicas
histologicas

Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD  Total Weight IV, Random, 95% CI
Paivaetal 2012 64985 436744 11 16.8028 12.73 11 34.5% 1.44 [0.48, 2.40]
Gutierrez et al. 2014 11.94 441 10 45805 17.2632 10 33.7% -2.57 [-3.82,-1.32]
Dhiman & Garg, 2014 1.2502  2.0143 24 4453 43256 24 0.0% -0.93 [-1.53,-0.34]
Contreras-Ortiz et al. 2017 35 39 6 24 3.0 6 31.8% 2.90[1.09, 4.71]
Total (95% ClI) 27 27 100.0% 0.55[-2.51, 3.61]

Heterogeneity: Tau®= 6.84; Chi®= 33.61, df= 2 (P < 0.00001); I = 94%
Testfor overall effect. Z= 035 (P=0.72)

Tabela N: Analise de sensibilidade por remogao de Contreras-Ortiz et al., (2017), técnicas

histolégicas
Infectado nao tratado/WT Infectado tratado/KO Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI
Paiva etal. 2012 64985 436744 11 16.8028 12.73 11 33.4% 1.44 [0.48, 2.40]
Gutierrez et al. 2014 11.94 4.41 10 45805 17.2632 10 31.6% -2.57-3.82,-1.32)
Dhiman & Garg, 2014 1.2502 2.0143 24 4453 43256 24 350% -0.83 [-1.53,-0.34]
Contreras-Ortizetal. 2017 35 39 6 24 3.05 6 0.0% 2.90([1.09, 4.71]
Total (95% Cl) 45 45 100.0% -0.66 [-2.63, 1.31]

Heterogeneity: Tau®*= 2.79; Chi*= 28.19, df= 2 (P < 0.00001);, F=93%
Test for overall effect: Z= 0.66 (P = 0.51)

Tabela O: Meta-analise de focos parasitarios teciduais em ambiente intracelular normal vs.

oxidante
Infectado tratado/KO Infectado nao tratado/WT Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl Year
Paiva etal. 2012 78.995 37.7666 11 64985 436744 11 42.4% 0.33[-0.51,1.17] 2012
Gutierrez et al. 2014 76305 43346 10 11.94 4.41 10 41.8% -0.94 [-1.88,-0.01] 2014
Contreras-Ortiz et al. 2017 0 29241 6 35 39 6 158%  -9.37[-14.09,-4.66) 2017
Total (95% Cl) 27 27 100.0% 1.74 [-4.07, 0.59]

Heterogeneity: Tau®= 3.16; Chi*=18.11, df= 2 (P = 0.0001); F=89%
Test for overall effect Z=1.46 (P=0.14)



95

Tabela P: Analise de sensibilidade por remocao de Paiva et al. (2012), técnicas histologicas
(normal vs. oxidante)

Infectado tratado/KO Infectado nao tratado/WT Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD  Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI
Paiva etal. 2012 78.995 37.7666 11 64.985 43.6744 11 0.0% 0.33[-0.51,1.17]
Gutierrez et al. 2014 76305 43346 10 11.94 4.41 10 53.9% -0.94 [-1.88,-0.01]
Contreras-Ortiz et al. 2017 0 29241 6 35 39 6 461%  -9.37 [14.09,-4.66)
Total (95% CI) 16 16 100.0% -4.83 [-13.06, 3.41]

Heterogeneity: Tau®= 32.52; Chi*=11.82, df=1 (P = 0.0006); F= 92%
Test for overall effect: Z=1.15 (P =0.25)

Tabela Q: Analise de sensibilidade por remocgao de Gutierrez et al. (2014), técnicas histologicas
(normal vs. oxidante)

Infectado tratado/KO Infectado nao tratado/WT Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD __ Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI
Paiva etal. 2012 78.995 37.7666 11 64985 436744 11 53.0% 0.33[-0.51,1.17]
Gutierrez et al. 2014 7.6305 43346 10 11.94 441 10 0.0% -0.94 [-1.88,-0.01)
Contreras-Ortizet al. 2017 0 29241 6 35 39 6 47.0%  -9.37 [14.09,-4.66)
Total (95% CI) 17 17 100.0%  -4.23[-13.73, 5.26]

Heterogeneity: Tau®= 44.09; Chi*=15.78, df= 1 (P < 0.0001); F= 94%
Testfor overall effect: Z= 0.87 (P = 0.38)

Tabela R: Andlise de sensibilidade por remogao de Contreras-Ortiz ef al. (2017), técnicas
histologicas (normal vs. oxidante)

Infectado tratado/KO Infectado nao tratado/WT $td. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD  Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI
Paiva etal. 2012 78.995 37.7666 11 64985 43.6744 11 51.3% 0.33[-0.51,1.17]
Gutierrez et al. 2014 76305 43346 10 11.94 4.41 10 48.7% -0.94 [-1.88,-0.01]
Contreras-Ortizet al. 2017 0 29241 6 35 39 6 0.0% -9.37[14.09, -4.66]
Total (95% Cl) 21 21 100.0% -0.29 [-1.54, 0.96]

Heterogeneity: Tau®*= 0.61; Chi*= 3.93, df=1 (P=0.05); F=75%
Test for overall effect: Z= 0.46 (P = 0.65)

d) Tabelas das meta-analises por técnicas agrupadas

A seguir se encontram as tabelas relativas as meta-analises realizadas pelo

Modelo de Efeitos Aleatorios e pelo Modelo de Efeitos Fixos no Review Manager

versiao 5.4.1.
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d.1) Modelo de Efeitos Aleatérios

Tabela S: Meta-analise com Modelo de Efeitos Aleatérios: dados globais, agrupamento das
diferentes técnicas

5.1.1 RT-PCR/QPCR

Dhiman & Garg 2011 230,350 79,311.8586 12 534,950 234,157.8003 12 99% -1.68[-2.64,-0.73]
Dhiman & Garg, 2014 3257 314 8 1,605 140 8 33% -11.92[-16.78,-7.08)]
Barroso etal. 2016 3470 20020743 6 47815 1,641.9572 6 95% -0.66[-1.84,0.52]
Vilar-Pereiraetal. 2016 1.4615 16838 13 0.0965 0.0843 17 10.2% 1.20[0.41, 2.00]
Subtotal (95% CI) 39 43  33.0% -1.92 [-4.29, 0.46]

Heterogeneity: Tau®= 4.83; Chi*= 44.20, df= 3 (P < 0.00001); F=93%
Test for overall effect Z=1.58 (P=0.11)

5.1.2 Focos parasitarios

Paiva etal. 2012 64.985 43.6744 11 16.8028 12.73 11 99% 1.44[0.48, 2.40]
Dhiman & Garg, 2014 1.2502 20143 24 4453 4.3256 24 10.4% -0.93[-1.53,-0.34]
Gutierrez et al. 2014 11.94 441 10 45805 17.2632 10 9.4% -2.57[-3.82,-1.32]
Contreras-Ortiz et al. 2017 35 39 ] 24 3.05 6 82% 290[1.09,4.71]
Subtotal (95% CI) 51 51 38.0% 0.13 [-1.80, 2.06]

Heterogeneity.: Tau®= 3.51; Chi*= 41.58, df= 3 (P < 0.00001); F= 93%
Test for overall effect Z=0.13 (P = 0.90)

5.1.3 Amastigotas/células

Paiva etal. 2012 19.6039 7.2203 36 10.0093 5.1804 48 106% 1.55[1.06, 2.04]
Barroso etal. 2016 7128 370.458 6 549.7 219.4207 6 9.6% 0.49 [-0.66, 1.65]
Goes etal. 2016 0.6455 0.3445 6 0.0865 0.0264 6 8.8% 2.11[0.58, 3.64]
Subtotal (95% CI) 48 60 29.0% 1.37[0.62, 2.12]

Heterogeneity: Tau®=0.20; Chi*=3.49,df=2 (P=0.17); F= 43%
Test for overall effect. Z= 3.59 (P = 0.0003)

Total (95% CI) 138 154 100.0% -0.07 [-1.13, 1.00]
Heterogeneity: Tau®= 2.74; Chi*=128.28, df=10 (P < 0.00001); F=92%

Test for overall effect Z=0.12 (P = 0.90)

Test for subgroup differences: Chi*=7.50, df= 2 (P=0.02), F=73.3%



97

Tabela T: Andlise de subgrupos, técnicas agrupadas: Modelo de Efeitos Aleatérios. Remocgao
de técnicas moleculares

Controle Experimental Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl Year
5.1.1 RT-PCR/gPCR
Cihiman & Garg 2011 230,350 79,311.8486 12 534950 234157.8003 12 0.0% -1.68[-2.64,-0.73] 2011
Chiman & Garg, 2014 3257 M4 8 1,605 140 8 0.0% -1192[1678,-7.06] 2014
Barroso et al. 2016 3470 2,002.0743 B 47815 1,641.9572 B 0.0% -0.66 [-1.84, 0.52] 2016
Yilar-Pereira et al. 2016 1.4615 1.6838 13 0.0965 0.0243 17 0.0% 1.20[0.41,2.00] 2016
Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity: Mot applicahle
Test for overall effect: Mot applicable
5.1.2 Focos parasitarios
Paiva etal. 2012 64,985 136744 11 16.8028 12.73 11 149% 1.44[0.48 2.40] 202
Chiman & Garg, 2014 1.2602 20143 24 4.443 43256 24 157% -0.93[1.63,-0.34] 2014
Gutierrez etal. 2014 11.94 141 10 45805 17.2632 10 14.0% -2.487[-3.82,-1.32] 2014
Contreras-Ortiz et al. 2017 35 3.9 B 24 3.08 B 121% 2.90[1.09 471 2M7
Subtotal (95% CI) 5 51 56.7% 0.13 [-1.80, 2.06]
Heterogeneity, Tau®= 3.581; Chi*=41.58, df= 3 (P = 0.00001}); F=93%
Testfor overall effect =013 (F=0490)
5.1.3 Amastigotas/células
Paiva etal. 2012 19,6039 T.2203 36 10.00493 a.1804 18 159% 1.5 [1.06, 2.04] 2012
Barroso et al. 2016 T12.8 370.458 B 497 219.4207 B 14.3% 0.49 [-0.66, 1.65] 2016
Goesetal 2016 0.6455 0.3445 B 0.0865 0.0264 B 131% 2.11[0.58 3.64] 2016
Subtotal (95% CI) 48 60 43.3% 1.37 [0.62, 2.12]
Heterageneity: Tau®=0.20; Chi*=3.49, di= 2 {P=017); F=43%
Testfor overall effect Z= 3585 (P=0.0003)
Total (95% CI) ag 111 100.0% 0.65 [-0.60, 1.90]

Heterogeneity, Tau®= 2.80; Chi*=77.11, df= 6 (P = 0.00001}); F=92%
Testfor overall effect Z=1.02(F=0.31)
Testfor subgroup differences: Chi*=1.38, df=1 {P=024), F=27 4%
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Tabela U: Analise de subgrupos, técnicas agrupadas: Modelo de Efeitos Aleatérios. Remocgao
de técnicas histologicas

Controle Experimental Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean S0 Total Mean S0 Total Weight IV, Random, 95% Cl Year
5.1.1 RT-PCRIgPCR
Dhiman & Garg 2011 230,350 F9,311.8586 12 534950 234157.8003 12 16.0% -1.68 [2.64,-0.73] 2011
Dhiman & Garg, 2014 3287 M4 a 1,604 140 a 54% 1192 [1678,-7.06] 2014
Barrasoetal 2016 3,470 20020743 6 47814 1,641.9572 B 15.4% -0.66 [-1.84,0.52] 2016
Yilar-Pereira et al. 2016 1.4614 1.6838 13 0.0965 0.0843 17 165% 1.20[0.41,2.000 2016
Subtotal (95% CI) 39 43  53.3% -1.92 [4.29, 0.46]

Heterogeneity, Tau®=4.83; Chi®= 4420, df=3 (P = 0.00001}; F= 93%
Testfor overall effect Z=188 (P =011}

5.1.2 Focos parasitarios

Paiva etal. 2012 64.984 436744 11 168028 12.73 11 0.0% 1.44[0.48, 2,400 2012
Dhiman & Garg, 2014 1.2502 20143 24 4,453 4,32456 24 0.0% -0.93[-1.53,-0.34] 2014
Gutierrez et al. 2014 11.94 441 10 45805 17.2632 10 0.0% -2AT7[382,-1.32] 2014
Contreras-Ortiz et al. 2017 35 3.9 G 24 3.05 3 0.0% 290(01.09, 471 2017
Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable

Heterogeneity: Mot applicahle
Testfor overall effect; Mot applicable

5.1.3 Amastigotas/células

Paiva etal. 2012 19.6039 r.2203 36 10,0093 5.1804 48 17.0% 1.55[1.06,2.04] 2012
Barroso etal. 2016 7128 3Ir0.458 G 549.7 219.4207 B 15.5% 0.49[-0.66,1.65] 2016
Goes etal 2016 0.6455 0.3445 6 0.0865 0.0264 B 142% 211[0.58, 3.64] 20186
Subtotal (95% CI} 48 60 46.7% 1.37 [0.62,212]

Heterogeneity: Tau®=0.20; Chif=3.49 df = 2 (F=0.17); F=43%
Test for overall effect: £=3.99 (F =0.0003)

Total (95% CI) a7 103 100.0% 047 [1.52,1.18]
Heterogeneity: Tau®= 2.72; Chi*= 7113, df=6 {F = 0.00001); F=92%

Testfor overall effect: £= 0259 (F=0.280}

Testfor subgroup diferences: Chi*= 669, df=1 (P =0010), F=851%
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Tabela V: Analise de subgrupos, técnicas agrupadas: Modelo de Efeitos Aleatorios. Remogao
de técnicas citolégicas

Controle

Experimental

Std. Mean Difference

Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl Year
5.1.1 RT-PCRIgPCR

Cihiman & Garg 2011 230,350 T79,311.8586 12 534950 234,157.8003 12 13.9% -1.68 [-2.64,-0.73] 2011
Chiman & Garg, 2014 32687 4 a 1,608 140 8 A0% -11.92[1678 -7.068] 2014
Barrosoetal. 2016 3470 20020743 64,7815 1,641.9572 B 13.4% -0.66 [-1.84, 0.52] 2016
Yilar-Pereira etal. 2016 1.4615 1.6838 13 0.0965 00243 17 142% 1.20([0.41, 2000 2016
Subtotal (95% CI) 39 43 46.6% -1.92 [-4.29, 0.46]
Heterogeneity: Tau®= 4.83; Chi®= 44,20, df= 3 (P = 0.00001); F=93%

Testfor overall effect =158 (F =011}

5.1.2 Focos parasitarios

Paivaetal 2012 64,985 436744 11 16.8028 12.73 11 13.9% 1.44[0.48 2400 2012
Chiman & Garg, 2014 1.2602 20143 24 44453 43256 24 145% -0.93 [-1.53,-0.34] 2014
Gutierrez etal. 2014 11.94 441 10 45805 17.2632 1m0 13.2% -2.A87[-3.82-1.32]) 2014
Contreras-Ortiz et al. 2017 34 349 g 24 3.08 B 11.7% 290[1.09, 471 2017
Subtotal (95% CI) 51 51 534% 0.13 [-1.80, 2.06]
Heterogeneity: Tau®= 3.481, Chi®= 41.58, df= 3 (P = 0.00001); F= 93%

Testfor overall effect: Z=013 (P = 0.90;

5.1.3 Amastigotas/células

Paivaetal 2012 19,6039 7.2203 36 10,0093 a.1804 48 0.0% 1.85([1.06, 2.04] 2012
Barroso et al. 2016 7128 370458 fi A48.7 219.4207 i 0.0% 0.49 [-0.66, 1. 65] 2016
Goesetal 2016 06455 0.3445 G 0.0865 0.0264 B 0.0% 211 [0.58, 364] 2018
Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity: Mot applicable

Test for overall effect; Mot applicable

Total (95% CI) a0 94 100.0% -0.69 [-2.02, 0.65]

Heterogeneity: Tau®= 3.10; Chi®= 85.87, df=7 (P = 0.00001); F= 92%
Testfor overall effect: Z=1.01 (P =0.31}
Testfor subgroup differences: Chit=1.71, df=1{F =019, F=41 6%
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Tabela W: Meta-analise com Modelo de Fixos: dados globais, agrupamento das diferentes

técnicas

Controle Experimental Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean 50 Total Mean SD Total Weight IV, Fixed, 95% Cl Year
5.1.1 RT-PCR/qPCR
Dhiman & Garg 2011 230,350 79,311.,8586 12 534,950 234157.8003 12 81% -1.B8 [-2.64,-0.73] 2011
Dhiman & Garg, 2014 3257 3.4 ] 1,605 140 8 03% -11.92[16.78,-7.06) 2014
Barroso etal. 2016 3470 20020743 6 47815 1,641.9572 6 53% -0.66 -1.84,0,52] 2016
Vilar-Pereira et al. 2016 14615 1.6838 13 0.0965 0.0843 17 11.8% 1.20[0.41,2.00] 2016
Subtotal (95% CI) 39 43 25.5% -0.26 [-0.80, 0.27]
Heterogeneity. Chi®= 4420, df= 3 (P < 0,00001), F=93%
Test for overall effect £=0.96 (P =0.34)
5.1.2 Focos parasitarios
FPaiva etal 2012 64.985 436744 11 16,8028 1273 1 8.0% 1.44 (0,48, 2,400 2012
Dhiman & Garg, 2014 1.2502 20143 24 4453 4.3256 24 206% -0.93 [-1.53,-0.34] 2014
Gutierrez et al. 2014 11.94 44 10 45,805 17.2632 10  4.7% -2.87 [-3.82,-1.32) 2014
Contreras-Ortiz et al. 2017 35 38 B 24 3.05 6 2.2% 2.490[1.09, 471 2017
Subtotal (95% CI) 51 51 35.6% 0,37 [-0.83, 0.08]
Heterageneity: Chi*= 41.58, df= 3 (P < 0,00001); F=93%
Testfor overall effect Z=1.61 (P=0.11)
5.1.3 Amastigotas/células
Faiva etal. 2012 19.6039 7.2203 36 100083 51804 48 302% 1.4545[1.06, 2.04] 2012
Barroso et al. 2016 7128 370 458 h 5497 2194207 6 55% 049 [-0.66, 1.65) 2016
Goes etal 2016 0.6455 0.3445 6 0.0865 0.0264 B 33% 211 [0.58, 3.64] 2016
Subtotal (95% CI) 48 60 38.9% 1.45[1.01, 1.88]
Heterogeneity, Chi#= 3,49, df=2(P=017); F= 43%
Test for overall effect: 2= 6.50 (P = 0.00001)
Total (95% CI) 138 154 100.0% 0.36 [0.09, 0.63]

Heterogeneity: Chi®= 12828, df= 10 (P = 0.00001}, I*= 92%
Test for overall effect £= 2.61 (P = 0.009)

Test for subgroup differences: Chif= 39.01, df= 2 (P = 0.00001), F= 94 .9%
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Tabela X: Analise de subgrupos, técnicas agrupadas (Modelo de Efeitos Fixos). Remoc¢ao de

técnicas moleculares

Controle Experimental Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SO Total Mean SD Total Weight IV, Fixed, 95% Cl Year
5.1.1 RT-PCR/gPCR
Cihiman & Garg 2011 230,350 F49.311.8586 12 534950 234157.8003 12 0.0% -1.68 264, -0.73] 2011
Chirnan & Garg, 2014 3257 4 a 1,605 140 a 0.0% -1192F1678,-7.06) 2014
Barroso etal 2016 3470 20020743 B 47814 1,641.9572 f 0.0% -066 [-1.84,052] 2016
Vilar-Pereira et al. 2016 1.4615 1.6838 13 0.0965 0.0243 17 0.0% 1.20 (041,200 2016
Subtotal (95% Cl) 0 0 Mot estimable
Heterogeneity: Mot applicable
Test for averall effect; Mot applicable
5.1.2 Focos parasitarios
Paiva et al. 2012 64,985 43,6744 11 16.8028 12.73 11 10.8% 1.44 048 2400 2012
Chirman & Garg, 2014 1.2602 20143 24 4443 4 3256 24 X T% -0.93 153, -0.34] 2014
Gutierrez et al. 2014 11.94 441 10 45805 17.2632 10 6.3% -28T7 382, -1.32] 2014
Contreras-Ortiz et al. 2017 34 34 i 24 3.04 fi 3.0% 2901[1.09, 471 2017
Subtotal (95% Cl) Ly | 51 47.8% 0.37 [-0.83, 0.08]
Heterogeneity: Chi®= 41 58, df=3 (P = 0.00001); *= 93%
Test for overall effect Z=1.61 (F=011)
5.1.3 Amastigotas/células
FPaiva et al. 2012 196039 T.2203 36 100093 A.1804 48 406% 1.85[1.06, 204] 2012
Barroso etal 2016 712.8 ar0.458 B 497 2184207 f 7.4% 0.49[-0.66, 1.658] 2016
Goes etal 2016 0.64455 0.3445 6 0.0864 0.0264 fi 4. 2% 2.11[0.58, 364] 2016
Subtotal (95% Cl) 48 60 52.2% 1.45[1.01, 1.88]
Heterogeneity: Chi*= 3458 df=2(P=017); F=43%
Testfor overall effect, £= 6.0 (F = 0.000013
Total (95% Cl) 99 111 100.0% 0.58 [0.26, 0.89]

Heterogeneity: Chi®= 7711, df= 6 (P = 0.00001); F= 92%
Testfor overall effect, £= 3.98 (F=0.0003

Testfor subgroup differences: Chi= 32.04, df=1(F = 0.00001), F= 96.9%
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Tabela Y: Analise de subgrupos, técnicas agrupadas (Modelo de Efeitos Fixos). Remoc¢ao de
técnicas histolégicas

Controle Experimental Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean S0 Total Mean SD Total Weight IV, Fixed, 95% Cl Year
5.1.1 RT-PCR/gPCR
Cihiman & Garg 2011 230,350 F49.311.8586 12 534950 234,157.8003 12 12.6% -1.68 264, -0.73] 2011
Chitnan & Garg, 2014 32687 A a 1,605 140 a 058% -1192F1678 -7.06] 2014
Barroso etal. 2016 3470 20020743 6 47814 1,641.9572 B 2.3% -066 [-1.84, 052 2016
Vilar-Pereira etal. 2018 14615 1.6838 13 0.0965 0.0843 17 18.3% 1.20[0.41,2.00] 2016
Subtotal (95% CI) 30 43 39.6% -0.26 [-0.80, 0.27]
Heterogeneity: Chi®= 4420, df= 3 (P = 0.00001); F=93%
Testfar overall effect =096 (F =024
5.1.2 Focos parasitarios
Paiva etal. 2012 64,985 436744 11 16.8028 1273 11 0.0% 1.44 048 240] 2012
Chirman & Garg, 2014 1.2602 20143 24 4443 43246 24 0.0% -0.93 153, -0.34] 2014
Gutierrez et al. 2014 11.94 441 10 45805 17.2632 10 0.0% -28T7 382, -1.32] 2014
Contreras-Ortiz et al. 2017 34 34 fi 24 3.04 3 0.0% 2901[1.09, 471 2017
Subtotal (95% CI) 0 0 Mot estimable
Heterogeneity: kot applicahle
Test for overall effect; Mot applicable
5.1.3 Amastigotas/células
Paiva etal. 2012 196039 T.2203 36 10,0093 1804 48  46.9% 1.85[1.06,204] 2012
Barroso et al. 2016 7128 AT0.458 f 548.7 219.4207 B 8.6% 049 [-0.66, 1.658] 2016
Goes etal 2016 064455 0.3445 i 0.0865 0.02f4 i 4.9% 2.11[0.58, 364] 2016
Subtotal (95% CI) 48 60 60.4% 1.45[1.01, 1.88]
Heterogeneity: Chi®= 348, df=2{FP=017), F= 43%
Testfor overall effect £=6.50(F = 0.00001)}
Total (95% CI) a7 103 100.0% 0.77 [0.43,1.11]

Heterogeneity: Chi®= 7113, df= 6 (P = 0.00001); F=92%
Testfor overall effect £=4 45 (P = 0.00001)
Testfor subaroup differences: Chi®= 2344, df=1 (P = 0.00001), F=937%



103

Tabela Z: Analise de subgrupos, técnicas agrupadas (Modelo de Efeitos Fixos). Remogao de
técnicas citolégicas

Controle Experimental Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Fixed, 95% Cl Year
5.1.1 RT-PCR/gPCR
Chiman & Garg 2011 230,350 F49,311.8586 12 534,950 234,157.8003 12 13.3% -1.68 264, -0.73] 2011
Chiman & Garg, 2014 32587 N4 a 1,605 140 g 058% -11.92F-16.78 -7.06 2014
Barroso et al 2016 3,470 20020743 A 4,781.5 1,641.9572 i 8.7% -06A [-1.84,052] 2016
Yilar-Fereira etal. 2016 1.4615 1.6838 13 0.0965 0.0843 17 19.2% 1.20[0.41,2.00] 2016
Subtotal (95% CI) 39 43 41.7% -0.26 [-0.80, 0.27]
Heterogeneity: Chi®= 44,20, df= 3 (P = 0.00001); F= 93%
Testfor overall effect Z=086 (F=0.234)
5.1.2 Focos parasitarios
Paiva etal. 2012 64,985 436744 11 16.8028 1273 11 131% 1.44[0.48 2.40] 2012
Dhitman & Garg, 2014 1.2502 2.0143 24 4,453 4.3256 24 33T7% -0.931.53,-0.34] 2014
Gutierrez et al. 2014 11.94 1.41 10 45805 17.2632 10 T.T% -2AT 382 -1.32] 2014
Contreras-Qrizet al. 2017 5 3.4 f 24 .04 B AT% 2.901[1.08,471] 2017
Subtotal (95% CI) L | 51 58.3% -0.37 [-0.83, 0.08]
Heterogeneity: Chi®= 4158, df= 3 (P = 0.00001); F=93%
Testfar averall effect F=1E1(FP=011)
5.1.3 Amastigotas/células
Paiva etal. 2012 19,6039 72203 36 10,0093 5.1804 48 0.0% 1.55[1.06, 2.04] 2012
Barroso et al. 2016 7128 370.458 fi A48.7 219.4207 3 0.0% 0.49 [-0.66, 1.65] 2016
Goesetal 2016 06455 0.3445 G 0.0865 0.0264 B 0.0% 2.11[0.58, 364] 2016
Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity: Mot applicable
Test far averall effect: Mat applicahle
Total (95% CI) ap 94 100.0% -0.33 [-0.68, 0.02]

Heterogeneity: Chi®= 8587, df=7 (P = 0.00001%; F=92%
Testfar averall effect £=1 85 (P = 0.06)
Testfor subaroup differences: Chi®= 009, df=1 (P=076). F=0%
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APENDICE B - Avaliagdo da qualidade dos estudos com animais

Levando-se em consideragao as recomendacdes de SYRCLES, realizou-se a
avaliagdo da qualidade dos estudos que utilizaram animais em suas pesquisas. A
similaridade basal entre os grupos busca avaliar fatores intrinsecos dos animais ou
de prognostico, que permitem avaliar se os grupos controles e tratados eram
idénticos no inicio dos experimentos. O sigilo de alocagao se baseia em determinar
se era possivel prever os grupos controle e de experimentais a priori. “Cegamentos”
envolvem o desconhecimento dos cuidadores dos animais ou avaliadores de
desfecho acerca de quais seriam o0s grupos controle ou tratados.

A recomendacéo feita por Hoojimans et al. (2014), visa minimizar riscos de
viés nas pesquisas com animais e foi reportada aqui com adaptagdes. O uso dessas
recomendacgdes visa melhorar a avaliacbes dos estudos para as revisdes
sistematicas. Como em grande parte dos artigos abaixo foram feitas infeccdes
experimentais e avaliagdes celulares e teciduais in vitro ou por histologia, a

aplicabilidade de tais pontos poderia ser mais relevante em nivel celular.

'Quadro A - Risco de viés nos estudos

"Cegamento" Selecéo
Similaridade dos cuidadores aleatéria dos “Cegamento”

Estudos basal dos Sigilo Qe para grupos animais para dos avaliadores
alocacéao

grupos controle vs. medic¢ao do de desfecho
tratados desfecho

Dhim;gﬁ Garg = ND ND ND ND

Pai;g1¢92t al. ND ND ND ND ND
Dhim;g‘liGarg = ND ND ND ND
Gutie;(;‘::et al. ND ND ND ND ND
Barrgg:;set al. ND ND ND ND ND

Go;;zt. al. P ND ND ND ND
Vilaar;.Pze(;:ga et = PN PN PN PN
Coz:rae;azs;%rtiz = ND ND ND ND

P= parcialmente; PN = possivelmente néo, ja que os animais foram marcados com etiquetas individualmente nas
orelhas; ND: ndo declarado/ndo determinado. Fonte: Adaptado de Hoojimans et al. (2014)

! Adaptado de Hoojimans et al. (2014).
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APENDICE C - Calculos estatisticos realizados pelo Review Manager (RevMan)

Referem-se aos tépicos retirados integralmente, com tradugao livre, ou
adaptados de Standardized difference in means (standardized mean difference);
Inverse-variance methods for combining results across studies; Test for presence of
an overall intervention effect de Statistical algorithms in Review Manager 5 (DEEKS
& HIGGINS, 2010); I/dentifying and measuring heterogeneity (HIGGINS & GREEN,
2011) os quais se referem aos calculos e modelos matematicos usados para a

realizagcao das meta-analises do estudo.
Calculo das Diferengas de médias padronizadas (SMD)
O programa Review Manager versao 5.4 utiliza o fator de corre¢cao de Hedges

ajustado para g, que inclui um fator de corregao para vieses de pequeno tamanho

amostral:

SMD, =T "Ml 3.
s, 4N, -9

Em que, N é o numero de participantes de cada estudo e s; 0 desvio-padréao

agrupado dos dois grupos:

T —
N, =n, +n,

. :J(H” ~1)sd} +(n,, —1)sd;,

N -2

i
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Método do Inverso da Variancia para a Combinacao de Resultados entre

Estudos

O peso de cada estudo individual é dado pela férmula:

1

W= (SE (SMD;})?

De modo combinado, fornecem a estimativa sumarizada:

w;SMD;
SMDyy = ZZ—W
L

A heterogeneidade é calculada por:
Qw = Xw;(SMD; — SMD,y)?
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Calculos do Teste do I-quadrado (I?) ou Teste de Higgins Thompson

A formula abaixo representa a estatistica de qui-quadrado (Q) e seus graus
de liberdade (df):

2 :[%]xmn%

De modo mais completo e se referindo ao método do Inverso da Variancia:
, ’ (k=1
I" =max{ |DDQ’wa¢D}.
| i

Q = Yw; (SMD, — SMD,,)?; k-1= df, k=nimero de estudos contribuindo para a
meta-analise



