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RESUMO

A pratica regular de exercicio fisico tem sido relacionado com melhoras
imunopatoldgicas, especialmente durante o processo de envelhecimento quando pode
haver um estado de imunocomprometimento. O Toxoplasma gondii € um parasito
protozoario que causa infeccdo oportunista de forma global, podendo apresentar
consequéncias severas, particularmente ao feto e pacientes imunocomprometimentos.
E estimado que um tergo da populacdo mundial esteja atualmente infectado por este
parasito, sendo a reativacdo durante a imunossenescéncia um tépico em saude publica
nao explorado. O presente estudo foi projetado para avaliar parametros de diferencas
imunologicas entre camundongos machos C57BL/6 exercitados e sedentarios que
tenham sido infectados por T. gondii. Antes dos experimentos chaves varios outros
conjuntos de experimentos foram realizados para prospeccao dos principais achados
desta tese. Houve dois conjuntos de experimentos principais: no primeiro conjunto de
experimentos, os animais foram infectados apos o inicio dos exercicios formando-se
trés grupos: um grupo controle - sedentario ndo infectado (NIS, IS, n=4); dois grupos
infectados - um sedentario (IS, n=4) e um exercitado (IEx, n=6). Quando esplendcitos
foram estimuladas com antigeno de taquizoito soltvel de T gondii (STAQ), encontrou-se
uma maior producdo de IFN-y, concomitante a uma manutencdo das taxas de IL-10,
gue permitiu uma maior razdo de IFN-y/IL10 (P<0,0001) para o grupo exercitado
comparado com o sedentario. No entanto, ndo houve diferencas no que diz repeito a
quantificacdo de DNA gendbmico de T. gondii pelas andlises de gPCR e
imunohistoquimica de cistos cerebrais (P>0,05). Com objetivo de se pesquisar
posteriormente as consequéncias destes dados para o hospedeiro, um segundo
conjunto de experimentos foram realizados, quando os animais foram infectados antes
do inicio dos exercicios, e quatro grupos foram estabelecidos para comparacdo deste
propdsito, como se segue: dois grupos controles néo infectados - sedentéario (NIS, n=6)
e exercitado (NIEx, n=6), e dois grupos infectados - sedentario (IS, n=7) e exercitado
(IEx, n=6). Encontrou-se que o grupo infectado exercitado teve sua longevidade
aumentada (P<0,05) comparado com o infectado sedentario. Em ambos 0s conjuntos
de experimentos, os camundongos foram submetidos a exercicios moderados: de

corrida (14 m/min; 3 x/semana) e resistido (60-80% de uma repeticAo maxima,;



2x/semana). Em sintese, exercicios fisicos aerobicos e resistidos moderados sao
capazes de modular a resposta do sistema imune no combate da infec¢ao por T. gondii

sendo estas caracteristicas imunolégicas benéficas para o hospedeiro.

Palavras chaves: Toxoplasma gondii. Modelo murino. Resposta imune. Saude. Taxa

de IFN-y/IL10. Parasitologia. Exercicio resistido. Citocinas.



ABSTRACT

Physical exercise has been implicated in several immunophysiological improvements
especially during the aging process when an immunocompromised status could be
established. Toxoplasma gondii is a protozoan parasite that causes a widespread
opportunistic infection, which may present severe consequences, particularly to the
fetus and immunocompromised patients. It is estimated that one-third of the human
population worldwide has been infected by this parasite, being the reactivation during
immunesenescence an unexplored public health issue. The present study was designed
to assess the immunophysiological differences between exercised versus sedentary
C57BL/6 male mice that have been infected by T. gondii. Before the two key set of
experiments, several other sets were carried out to the prospection of the main found
data of this study. There were two main sets of experiments: in the first set, the animals
were infected after exercising and three groups were formed: experimental groups -
infected sedentary (IS, n=6); infected exercised (IEx, n=6) and control group - non-
infected sedentary (NIS, n=6). When splenocytes were stimulated by T. gondii-soluble
tachyzoite antigens, it was found an significant increasing (P<0.0001) in interferon-
gamma (IFN-y) production concomitant with any changes in IL-10, allowing a greater
IFN-y/IL-10 ratios, produced by the cells from exercised group compared to sedentary
one. However, there was no difference concerning quantification of T. gondii genomic
DNA by gPCR and immunohistochemistry analysis in brain cysts (P>0.05). In order to
further investigate the consequences of these data for the host, a second set of
experiments was performed, when the animals were infected before exercising and four
groups of animals were established for comparison purpose, as follows: experimental
groups - infected sedentary (IS, n=7); infected exercised (IEx, n=6) and control groups -
non-infected sedentary (NIS, n=6) and non-infected exercised (NIEx, n=6). It was found
that exercised group survived longer (P<0.05) than sedentary one. In both sets of
experiments, mice have been submitted to moderate exercises: running (14m/min;
3x/week) and strength (60-80% of one-repetition maximum,; 2x/week). In summary,
moderated aerobic and strength exercises are able to modulate immune responses

against T. gondii infection, being these immunological features beneficial to the host.



Key words: Toxoplasma gondii. Murine model. Immune response. Health. IFN-y/IL10

ratio. Parasite. Strength exercise. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii é um parasito oportunista que apresenta uma distribuicao
global com estimativas de infectar um terco da populacdo mundial (WEISS; DUBEY,
2009). Esse parasito é o agente causador da toxoplasmose, doenca especialmente
importante na infeccdo congénita e reativacdo de imunossuprimidos (DESMONTS;
COUVREUR, 1974; LESER et al., 2003). Foi descrito recentemente que esta doenca
pode estar associada com distirbios mentais, como a esquizofrenia (PRANDOVSZKY
et al., 2011; MCCONKEY et al., 2013). Nesta perspectiva, tem sido sugerido que
pacientes esquizofrénicos infectados por T. gondii possam ter maiores graus de
severidade dos sintomas e que os homens infectados podem desenvolver esta doenca
precocemente (HOLUB et al., 2013). Neste contexto, um sistema imune competente é
essencial na prevencao a reativacao de T. gondii (SAADATNIA; GOLKAR, 2012).

No que diz repeito ao processo de envelhecimento, varios sistemas do
organismo reduzem progressivamente a funcado imune, e a reativacao da infeccéo por
T. gondii torna-se potencial neste periodo (GARDNER; REMINGTON, 1978b;1978a). A
diferenca de susceptibilidade entre géneros, a diversos patdgenos, tem sido relatada: a
Paracoccidioides brasiliensis (PINZAN et al., 2010), a Plasmodium chabaudi (BENTEN;
WUNDERLICH; MOSSMANN, 1992; BENTEN et al., 1997) e ao T. gondii (KITTAS et
al., 1984; ROBERTS; CRUICKSHANK; ALEXANDER, 1995; WALKER et al., 1997).

1.1 Toxoplasma gondii

O parasita Toxoplasma gondii causa a toxoplasmose (FERREIRA et al., 2008). E
estimado que ele tenha infectado um terco a populacdo mundial (WEISS; DUBEY,
2009). Esta € uma doenca especialmente importante na infeccdo congénita e
reativacdo em imunodeprimidos (LESER et al., 2003), sendo geralmente assintomatica
ou associada a manifestacbes inespecificas em individuos imunocompetentes
(MONTOYA; HUFFMAN; REMINGTON, 2004). Ele é um importante patogeno
oportunista que se dissemina por infeccdo congénita no feto em desenvolvimento

(DESMONTS; COUVREUR, 1974), causando complica¢cdes neuroldgicas severas em
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individuos imunocomprometidos (LUFT et al., 1993), e patologia ocular mesmo em
individuos saudaveis (ROBERTS; MCLEOD, 1999).

A descoberta do Toxoplasma gondii deve-se aos pesquisadores Nicolle e
Manceaux (1908), os quais encontraram um protozoario no tecido de um roedor
africano denominado Ctenodactylus gundi (BLACK; BOOTHROYD, 2000). Achava-se,
inicialmente que o protozoario seria um piroplasma, entretanto estudos posteriores
determinaram que se tratava de um novo organismo. No Brasil, também em 1908,
Splendore observou o mesmo parasita, erroneamente confundido com a Leishmania,
em outro hospedeiro, o coelho (BLACK; BOOTHROYD, 2000). Hoje se sabe que o
toxoplasma pode ser encontrado em varias espécies de animais, incluido o homem e
primatas ndo humanos (FERGUSON, 2009). Na figura 1 representa-se o ciclo de vida

heter6xeno facultativo deste parasito.
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Figura 1 - O ciclo de vida complexo do T. gondii enfatizando a manutencao da vida da
fase sexuada e transmissao ambiental aos seres humanos.
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Os felinos sé@o os hospedeiros definitivos onde ocorre sua replicacdo sexual. Seguindo a replicagéo nos
enterdcitos do intestino (um processo chamado como merogonia), os gametas masculino e feminino séo
formados dentro da célula do hospedeiro, como descrito previamente (DUBEY; FRENKEL, 1972). A
fusdo de gametas leva a uma formacdo de oocistos diploides que sdo expelidos nas fezes do gato e
sofrem meiose no ambiente para gerar oito descendentes haploides. Oocistos sdo capazes de
sobreviverem no ambiente por longos periodos de tempo e podem contaminar alimentos e agua,
provendo uma rota de infeccdo para hospedeiros intermediarios. Nos hospedeiros intermediarios
(mostrado aqui nos roedores) ocorre a replicacdo assexuada. Infeccdo aguda € caracterizada por
replicacdo rapida de taquizoitos que dissemina-se através do corpo. Diferenciacdo para crescimento
lento de bradizoitas nos cistos teciduais leva a infec¢do crénica de longo prazo. Ingestdo de cistos

teciduais via alimentacdo de onivoros, herbivaros e carnivoros pode levar a transmissao para outros
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hospedeiros intermediarios ou felinos, os quais reiniciam a fase sexuada do ciclo de vida. Muitos animais
servem como hospedeiros intermediarios incluindo animais do campo. Humanos se tornam infectados
através da alimentagdo com carne mal passada contendo cistos teciduais ou através da ingestédo de
oocistos contidos na agua (DE MOURA et al., 2006; JONES; DUBEY, 2012). Embora a maioria das
infeccao sao brandas, a toxoplasmose pode causar sintomas severos no cérebro e outros 6rgaos (como
indicado) em paciente imunocompromissados, assim como no desenvolvimento do feto seguindo
infeccdo congénita.

Fonte: Hunter e Sibley (2012).

A infeccdo primaria € caracterizada por um rapido crescimento de taquizoitas,
gue infecta uma ampla gama de células nucleadas rapidamente em um ciclo litico (SU
et al., 2003). Na resposta seguinte, a resposta imune inata e adaptativa, o parasito se
diferencia em estagio de crescimento baixo tecidual referido como bradizoita, que
reside como cistos no tecidos contidos em células de vida longa (e.g.: Neurais) (SU et
al.,, 2003). A transmissdo entre os hospedeiros intermediarios é facilitada pela
habilidade dos cistos teciduais em causarem infec¢gdes orais na ingestdo por outros
hospedeiros intermediarios, uma caracteristica que distingue o T. gondii de seus
parentes mais proximos (SU et al., 2003). A propagacdo assexuada tem levado a uma
estrutura populacional altamente clonada que distingue dramaticamente as linhagens
presentes com fendtipos diferentes em termos de viruléncia em camundongos de

laboratorio (SIBLEY; AJIOKA, 2008).

Analises genotipicas de isolados de T. gondii tém identificado uma populacéo
estruturada constituida de trés linhagens clonais mundialmente difundidas,
denominadas tipo I, I, e lll (HOWE; SIBLEY, 1995). Dentre estas a cepa do tipo Il tem
uma alta prevaléncia geral nas infec¢cdes humanas (HOWE; SIBLEY, 1995).

Na revisao de Dubey, Lindsay e Speer (1998) sobre T. gondii é apresentado que
primariamente sua infeccdo pode ser mundialmente disseminada, causando lesées no
cérebro, olhos, figado, pulmdes, nédulos linfaticos, e até mesmo morte em individuos
imunocomprometidos, tais como, pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e pacientes com cancer sob terapia imunodepressivas. Em mulheres

gravidas, o T. gondii pode ser transmitido tranplacentariamente ao feto, resultando na
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destruicdo de tecidos e aumentando os defeitos de desenvolvimento no feto ou
neonato (DUBEY et al., 1998)

Em 1948, desenvolveu-se uma técnica soroldgica com o objetivo de identificar
em humanos e animais infectados com parasita pelas caracteristicas dos anticorpos
contra Toxoplasma gondii (SABIN; FELDMAN, 1948).

Experimentalmente existem dois tipos de infec¢cbes que séo realizadas, a oral,
em que formas cisticas ou oocisticas sdo introduzidas, geralmente por gavagem; e a
intraperitoneal, em que as formas mais utilizadas séo as cisticas e as traquizoiticas que
sdo injetadas no espaco peritoneal (FERGUSON, 2002; HUNTER; SIBLEY, 2012;
MEYER; ALLAN; BEAMAN, 2013). O trabalho de Meyer, Allan e Beaman (2013) vém
reforcar o fato de que a via intraperitoneal, apesar de ndo ser a via natural de infeccao,
€ menos sujeita a variagbes em comparacdo a via oral. No entanto, estes autores
ressaltam que a via de infeccdo afeta dramaticamente a evolucdo da infeccao, tanto
por afetar a replicacdo do parasito, quanto por interferir na expanséo das populacoes e

subpopulacdes das células linfoides.

Tem sido sugerido ainda que a via oral seja utilizada em trabalhos direcionados
as andlises in vivo da resposta mais complexa imune induzida contra o T. gondii, assim
como estudos terapéuticos de analise da eficacia de novas drogas (MEYER et al.,
2013).

Foi demonstrado que a rota de infeccédo de T. gondii (intraperitoneal versus oral)
afeta os efeitos da toxoplasmose em murinos para diferentes linhagens clonais
(JOHNSON, 1984). A infec¢ao oral utilizando linhagens de T. gondii de baixa viruléncia
(Me49) mostrou ter efeitos diferentes em camundongos, dependendo de qual linhagem
pura de camundongos foi usada, sendo o camundongo do tipo C57BL/6
particularmente susceptivel (MCLEOD et al., 1984). A mortalidade de camundongos
C57BL/6, depois da infec¢cdo por via oral, parece ser devido a severa necrose do
intestino delgado mostrando este ser dependente de células T CD4" e mediado por
interferon gama (INFy) (LIESENFELD et al., 1996).

O Toxoplasma gondii apresenta trés tipos especiais de organelas secretorias

gue auxiliam o parasita na invasdo da célula hospedeira. Estes tipos incluem
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microfilamentos em forma de cigarro (MICs), roptrias (ROPs) em formato de bulbo e
granulos densos esféricos. Micronemas (microfilamentos) e roptrias estdo localizados
perto do término apical e granulos densos estdo distribuidos por todo o parasito. O
processo de invasdo da célula hospedeira pelo T. gondii inicia-se com a fixacao
transitoria do parasito na célula hospedeira. Entdo, o evento de sinalizacdo mediada
por célcio resulta em uma secrecéo de MICs para a superficie do parasito que permite
a este estabelecer uma interacdo firme com a célula hospedeira (SAFFER et al., 1992;
DUBREMETZ; SCHWARTZMAN, 1993; BOOTHROYD; DUBREMETZ, 2008;
BREINICH et al., 2009).

A proteina ROP18 é uma serinal/treonina quinase diretamente relacionada a
viruléncia do toxoplasma (HUNTER; SIBLEY, 2012). Existem trés tipos de viruléncia:
tipo | (muito virulenta), Il (intermediaria) e 1l (pouco virulenta) tém mais atividade,

intermediaria e pouca atividade, respectivamente (TAYLOR et al., 2006).

O Toxoplasma gondii nutri-se dentro do vacuolo parasitéforo (PV) uma vez que
entra na célula hospedeira (ALEXANDER et al., 2005; CAO et al., 2009). A formacao
do PV é provavelmente devido ao estabelecimento de uma juncdo movel (MJ) entre a
célula hospedeira e o taquizoita durante a invasao (ALEXANDER et al., 2005; CAO et
al., 2009). A MJ se forma quando o T. gondii se fixa nos receptores da célula
hospedeira e libera MICs e proteinas do pescoco-roptérios (RONS), 0s quais se juntam
na interface do parasito e na superficie da célula hospedeira (ALEXANDER et al., 2005;
CAO et al., 2009).

O hospedeiro imunocompetente, assim que entra em contato com o T. gondii
desencadeia resposta imunolégica inata e depois adaptativa para tentar eliminar o
parasito, como se pode observar na figura Figura 2 (HUNTER; SIBLEY, 2012).
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Figura 2 - Resposta imune inata ao Toxoplasma gondii durante a infeccéo.
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a) Infeccdo precoce, as primeiras células a responderem sdo as células dendriticas (DCs) e
mondcitos/macréfagos. Interagdo de porfirinas do T. gondii com TLR11 nas DCs é muito importante para
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producédo de IL-12. Além disso, ao estimular a producdo de IL-12 macréfagos induzem também fator de
necrose tumoral (TNF-a), um cofator em atividade antimicrobial, nas resposta para deteccdo de
proteinas ancoradoras de GPI via TLR2 e TLRA4. b) A resposta imune resulta na producdo de interferon
gama (IFN-y) de células naturais killers (NK) através da resposta inata e eventualmente de células T
CD4" e CD8" assim como resposta adaptativa ocorre. IL-10 e IL-27 s&o chaves para modular estas vias
e prevenir a superproducéo de citocinas Thl. c) Producdo de IFN-y durante a fase inata e adaptativa é
responsavel pela ativacao celular para controlar a infeccdo do parasito. IFN-y propaga um sinal atravées
da superficie de seu receptor (IFN-y R) para ativar STAT1, um fator de transcri¢do nuclear que controla a
expressdo de muitos genes. Em resposta a atividade de STAT1, 6xido nitrico (NO) e espécies reativas
de oxigénio sdo reguladas para cima em mondcitos/macrofagos, ambos os quais contribuem para o
controle de parasitos intracelulares.Ambas células hematopoiéticas e nao-hematopoiéticas também
aumentam a expressdo de duas familias de proteinas defensoras chamadas GTPases de imunidade
relacionadas (IRGs) e proteinas ligantes de guanilatos (GBPs), as quais sdo recrutadas para vacuolos
contendo patdégenos e sé@o envolvidas na depuracdo do parasito. As funcdes das IRGs e GBPs
dependem da proteina de autofagia Atg5.

Fonte: Hunter e Sibley (2012).

A invasdo e sobrevivéncia do T. gondii dentro da célula hospedeira € muito
intima e esta envolvida a varios fatores, em especial a mitocéndria, conforme figura 3
(PENG; CHEN; LINDSAY, 2011):
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Figura 3 - Diagrama da célula hospedeira sendo sequestrada para ser competente, comprometida, e concomitante ao
Toxoplasma gondii.
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(I1) O vacuolo parasitoforo (PV) protege o T. gondii de ser eliminado pela célula hospedeira, especialmente da acidificacdo endossomal e fusao
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lisosomal.

(1) A célula hospedeira é induzida a ser competente a infeccdo por T. gondii e permite sua proliferacdo através do controle do ciclo celular da
célula hospedeira. A célula hospedeira é induzida a parada na fase S para a invasdo do T. gondii que a induz na entrada da fase G2/M para a
proliferacédo do T. gondii.

(IV) A célula hospedeira fornece um “pool” de nutrientes para a proliferagao e replicacdo do T. gondii. Toxoplasma gondii faz poros na membrana
do PV (PVM) para mudar sua permeabilidade, permitindo que moléculas pequenas se difundam através da PVM. Os outros nutrientes, como o
colesterol, séo translocados através de microtibulos da célula hospedeira (MTs) para o PV, e invagina de forma intacta para dentro do PVM
através de estruturas H.O.S.T. contendo MTs do hospedeiro. Apds os nutrientes entrarem no PV, eles similarmente entram no parasito através de
transporte de membrana.

(V) A célula hospedeira € explorada pelo T. gondii para estabelecer uma invaséo, replicacdo e saida competente de substancias (lon) para o
ambiente do parasita.

(VI) O citoesqueleto da célula hospedeira é reorganizado para facilitar a formacgéo do PV e invasdo do T. gondii. Microtibulos formam estruturas
similares a um cesto que envolve o PV na célula infectada. A intima interagcdo entre o T. gondii e Microtibulos da célula hospedeira resulta na
supressédo de divisdo celular e/ou causa defeitos mitéticos, assim, fornece um grande espago para multiplicacdo do parasito. (VIl) Reacdes anti-
apoptética da célula hospedeira sdo induzidas pelo T. gondii para tanto para protecdo dela propria quanto do parasito, principalmente através da
regulacdo da via de receptor de morte celular, a via do NF-kB, e a via da PI3K. (VIII) A infec¢do por Toxoplasma gondii induz varios mecanismos
de evasdo imune de sucesso da célula hospedeira. Toxoplasma gondii induz ao bloqueio da via de sinalizacdo de IFN-y para o controle da
infeccao crbnica e latent ou induz a célula hospedeira infectada ser menos responsiva ao aumento da regulacdo da via induzida por IFN-y de
muitos genes, incluindo classe Il de MHC, iNOS, e da p47 GTPases. (IX) A associa¢cdo da célula hospedeira e T. gondii aparece com a conversao
de taquizoitos em bradizoitos em células imunocompetentes.

AbreviacBes: T: taquizoito; B: bradizoito; HN: nucleo do hospedeiro; PVM: membrana do vaculolo parasitéforo; MT: Microtabulos; MF:
microfilamentos; mt: mitocéndria; SM: moléculas pequenas; H.O.S.T: sequestro de organelas do hospedeiro host.

Fonte: Peng; Chen; Lindsay (2011).
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Usualmente o T. gondii desencadeia a ruptura da célula hospedeira e egresso
do parasita antes da inducdo da apoptose de célula hospedeira, antes inibida
(PERSSON et al., 2007). Esta interferéncia do T. gondii com a apoptose da célula
hospedeira esta relacionada a fatores de viruléncia da cepa de T. gondii (ANGELONI et
al., 2009) e depende do tipo de célula a ser infectada (VUTOVA et al., 2007; HIPPE et
al., 2008). Os mecanismos sao, principalmente, através da regulacdo dos receptores
de morte (HIPPE et al., 2008) e de NFxB (PAYNE; MOLESTINA; SINAI, 2003) e da via
da PI3K (YANG et al., 2004), especialmente a PKB/Akt (GOEBEL; GROSS; LUDER,
2001).

O Toxoplasma gondii contrapde-se a cascata de morte mediada pelo receptor de
morte Fas/CD95 de célula hospedeira tipo | e Il (VUTOVA et al., 2007; HIPPE et al.,
2008). No tipo | de células hospedeiras, similar as células SKW6.4, o T. gondii bloqueia
esta cascata apoptética diretamente através da interferéncia com a caspase 8
(VUTOVA et al., 2007; HIPPE et al., 2008). No tipo Il, similar a células HelLa, o T.
gondii reduz significantemente a apoptose desencadeada por Fas/CD95 através da
inibicdo da atividade de iniciador da caspases 8 e 9 e efetores da caspases 3/7, através
do decréscimo da funcdo apoptogénica de mitocondrias no loop de amplificacédo
mitocondrial (VUTOVA et al., 2007; HIPPE et al., 2008).

A PKB inativa o fator de transcricdo da familia da Forkhead (FKHR1), o qual
induz a genes de apoptose, reduz a ativacdo das moléculas da caspases, e regula para
baixo a expressdo da polimerase ADP-ribose (GOEBEL et al., 2001). O T. gondii ativa
a PI3-quinase através da via de sinalizacéo transmitida pelo heterodimero da proteina
Gi, resultando na fosforilagdo de PKB/Akt e ERK1/2 MAPK (KIM; DENKERS, 2006).
Ambas em experimentos in vitro e em in vivo tem demonstrado que apo6s os fagocitos
de camundongos serem infectados por T. gondii, a via da PKB/Akt é ativada, e a

inducao da apoptose em macroéfagos infectados € prevenida (KIM; DENKERS, 2006).

As células infectadas por T. gondii sdo resistentes a inducdo multipla de
apoptose, incluindo linfécitos T citotéxico (dependente ou independente de Fas),
privagdo IL-2, irradiagdo gama, irradiacdo de UV, e ionoforo de calcio de beauvericina
(NASH et al., 1998; LUDER; GROSS, 2005). No entanto, o T. gondii inibe a apoptose
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da célula hospedeira, incluindo a inibicdo da liberacdo do citocromo C da mitocondria
da célula hospedeira, aumentando a expressao de proteinas anti-apoptéticas como a
Bcl-2 e da familia da IAP, e interferindo nas pro-apoptética, Bax e Bad, além de
modular a atividade da quinase reguladora de morte celular, para inibicdo de caspases,
e possivel modulacdo do citocromo C, o qual induz a atividade das caspases 3/7
(HIPPE et al., 2008).

O T. gondii parece bloquear a apoptose na célula hospedeira em diferentes
pontos e coopta pelas vias sinalizadoras da apoptose da célula hospedeira, em um

mecanismo de ambiente sensor (PERSSON et al., 2007).

Véarios fatores tém sido relacionados a sua reativacdo (taquizoito se
transformando em bradizoito) como apresentado na Figura 4 (LYONS; MCLEOD;
ROBERTS, 2002).

Figura 4 - Fatores associados com interconvencao de taquizoitas e bradizoita.

Conversao de taquizoito para bradizoito

« Alto pH « Inibigdo mitocondrial
« Baixo pH « Presenca de Oxido Nitrico
« Choque de calor

Taquizoito /—\ Bradizoito

(@

Conversao de bradizoito para taquizoito

« Falta de éxido nitrico « Faltade células T
- Falta de IFN-y - Faltade IL-12
. Falta de TNF-a
TRENDS in Parasitology

Processos de conversdo de estagio ou diferenciacdo € reversivel, mesmo com um Unico
hospedeiro é responsavel para estabelecer doenca cronica associada com bradizoita.
Reativagdo de doencas esta associada com taquizoita. Abreviacbes: IFN, interferon; IL:
Interleucina; TNF: fator de necrose tumoral

Fonte: Lyons, McLeod e Roberts (2002).
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Depois da aquisicdo de infeccdo inicial no hospedeiro imunocompetente, o
taquizoita do T. gondii rapidamente se converte em bradizoita para estabelecer uma
infeccdo cronica assintomatica (DUBEY et al.,, 1998). Bradizoitas normalmente n&o
podem ser eliminados pelo hospedeiro devido a resposta imunoldgica fraca que eles
produzem; a eliminacdo é também dificil devido a sua resisténcia a eliminacédo por
refratariedade as drogas existentes (GUIMARAES; DE CARVALHO; BARBOSA, 2008).
Varios ambientes estressores véao induzir esta conversao, resultando na fosforilagcdo do
fator-2a. de iniciacdo eucaridtica do T. gondii (TglF2a), sendo esta fosforilacdo
empregada pela célula para manter o estado latente (NARASIMHAN et al., 2008). O
TglF2a fosforilado no bradizoitas pode ser parte da explicagdo para a maneira pela
gual estes parasitos mantém seu estado de quiescéncia na célula hospedeira
(NARASIMHAN et al., 2008). Os modelos de conversao do taquizoita-bradizoita in vitro
podem ser alcancados utilizando-se vérias condicbes que mimetizam o estressor
imunoderivado, como alto pH (SOETE; CAMUS; DUBREMETZ, 1994), IFN-y (BOHNE;
HEESEMANN; GROSS, 1993), altas temperaturas (SOETE et al., 1994), falta de
nutrientes (FOX; GIGLEY; BZIK, 2004), TNF-a, 6xido nitrico, ou algumas drogas
utilizadas no tratamento da infeccado por T. gondii (LINDSAY et al., 1991; BOHNE et
al., 1993; SOETE et al.,, 1994; FOX et al., 2004). O estresse induz a elevacédo de
nucleotideos ciclicos podendo desenvolver um papel importante na conversdo do T.
gondii taquizoitas para bradizoitas (KIRKMAN; WEISS; KIM, 2001). No inicio da
conversdo, a expressdo de genes taquizoitas tais como, SAG1l, SAG2A, SAG2B,
LDH1, ENO2, PtdIns (t) e SRS1-SRS3 sdo desligados e trocados pela expressédo de
genes especificos de bradizoitas tais como, SAG2C, SAG2D, SAG4, BSR4, MAGL,
LDH2, ENO1, BAG1, Ptdins (b) e p-ATPase (LYONS et al., 2002).
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Tabela 1 - Proteinas especificas de taquizoita e bradizoita

|Estéagio Proteina Refs [
Taquizoito SAG1 (18]
SAG2A [19]
SAG2B [19]
LDH1 [24]
ENO2 [22]
Ptdins(t) [28]
SRS1-SRS3 (18]
Bradizoito SAG2C [19]
SAG2D [19]
SAG4 [20]
BSR4 [18]
MAG1 [21]
LDH2 [24]
ENO1 [22]
BAG1 [15,16]
Ptdins(b) [28])
p-ATPase [26]

Abreviacdes: BAG, antigenos de bradizoita; BSR, recombinante bradizoita-
especifico; ENO, enolase; LDH, lactato desidrogenase; MAG, antigeno da
matriz; Ptdins, fosfatidilinositol; SAG, antigeno de superficie; SRS, sequencia
relacionada a SAG.

Fonte: Lyons et al. (2002).

Embora cistos teciduais possam se desenvolver em 6rgdos viscerais incluindo
pulmdes, figado e rins, eles sdo mais prevalentes nos tecidos do sistema neural e

muscular, como cérebro, olhos, musculo esquelético e cardiaco (DUBEY, 1988).

O periodo de pré-patente sdo de 3 a 10 dias ap6s a ingestdo do tecido com
cisto, >18 dias apds a ingestao de oocisto (DUBEY, 1996) e >13 dias ap0s a ingestdo
do taquizoita (DUBEY, 1996).

Menos de 30% dos gatos liberam oocistos apds ingestdo com taquizoito ou
oocistos, no entanto praticamente todos os gatos liberam oocistos apés a ingestao de
cistos (DUBEY; FRENKEL, 1976; DUBEY, 1996).

O desenvolvimento efetivo da resposta celular T CD8" é crucial para o controle
de varios patogenos intracelulares, como o T. gondii (KHAN; ELY; KASPER, 1994;
SCHLUNS; LEFRANCOIS, 2003). Embora ambas as respostas celulares de linfécitos T

CD4" e CD8" sejam induzidas durante a infeccdo aguda por T. gondii, a protecéo, ao
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decorrer da vida contra o parasita, é primariamente dependente da subclasse T CD8"
(GAZZINELLI et al., 1992). As células T CD8" do hospedeiro infectado por T. gondii séo
importantes fontes de IFN-y, uma citocina que € primordial para a sobrevivéncia contra
ambas as fases de infeccdo, aguda e cronica (GAZZINELLI et al., 1992). Além disso,
células T CD8" vindo do hospedeiro infectado por T. gondii tem a habilidade de exibir in
vitro atividade citotoxica contra alvos infectados por parasitos (HAKIM et al., 1991). A
funcdo citolitica destas células T CD8" antigeno especificas desenvolve um papel

importante na manutencgéo da infeccéo cronica sob controle (DENKERS et al., 1997).

A diminuicdo tanto de IFN-y quanto de células T CD8" reduzem a imunidade
protetora contra infeccdo ao T. gondii levando a morbidade ou mortalidade das células
do hospedeiro infectado (BHADRA; GUAN; KHAN, 2010). Neste mesmo trabalho foi
demonstrado que IL-7 e IL-15 s&o exclusivamente importantes para o desenvolvimento
da resposta imune celular T CD8" protetora contra T. gondii. Também foi sugerido
pelos mesmos autores que na auséncia de ambas as citocinas IL-7 e IL-15 o
desenvolvimento de células T CD8'CD127"Bcl2* é severamente comprometido.

Estudos prévios descreveram que o tratamento exdgeno com IL-7 de
camundongos infectados com T. gondii aumentou a resposta T CD8" contra o parasito
resultando em suas habilidades de sobreviver em infecgbes letais (KASPER;
MATSUURA; KHAN, 1995). Os mesmos autores descreveram também que a
neutralizacdo de IL-15 endégena compromete a resposta celular de memoéria T CD8"
no animal infectado com T. gondii o qual perde sua habilidade de sobreviver ao

redesafio.

A expressdo de Bcl-2 e IL-7R foi associada com grande sobrevivéncia o
desenvolvimento de células T CD8" frente a infeccdo de camundongos por T. gondii
(KAECH et al., 2003). Células de memoaria precursoras de células efetoras exibem altos
niveis de Bcl-2 e podem ser identificados pela expresséo de IL-7Ra"™ (CD127) (KAECH
et al., 2003).

A principal fonte de IL-12 durante a infec¢éo por T. gondii, pode ser por células T
CD8" e células dendriticas (LIU et al., 2006). De fato, estudo em modelo com

camundongos objetivando seletivamente o0s subtipos de células dendriticas
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confirmaram que a maior parte de IL-12 produzida durante a infeccéo por T. gondii com
taquizoitos foi produzida por T CD8" e células dendriticas (DCs) (MASHAYEKHI et al.,
2011). Na adicdo de IL-7 em células T humanas in vitro, mostrou-se uma regulacao
para cima da expressao de IFN-y de maneira de dose dependente (BORGER et al.,
1996).

No trabalho de Kim, Fouts e Boothroyd (2007) que pesquisou a modulacédo de
genes de células hospedeiras infectadas com T. gondii, foi sugerido que citocinas pro-
inflamatorias iniciais produzidas por fibroblastos (fibroblastos — HFF) infectadas por
Toxoplasma gondii (cepa NTE) podem regular uma grande quantidade de genes
responsivos a IFNy via recrutamento de NFkB e independentemente de STAT1, e que
estes genes nao podem ser induzidos através da exposicdo a IFNy. Estes mesmos
autores sugerem também que o T. gondii pode ser capaz de suprimir diretamente um
subtipo especifico de genes responsiveis a IFNy. Estes pesquisadores ainda firmam
gue diferentes cepas de T. gondii blogueiam a expressao de IRF1 induzida por IFNy, e
gue este bloqueio seja devido a um defeito na ativagéo ou na transcricdo de STAT1 no
nacleo. E por fim descrevem que a translocacdo nuclear de STAT1 induzida por IFNy é
normal em células infectadas por T. gondii, mas ndo resulta em uma autoinducédo da

expressdo de STAT1 e MHC classe |l.

A inducédo por IFN-y da expressdo de MHC classe Il na apresentacdo de
antigenos por macrofagos murinos é inibido depois da infeccdo com T. gondii via
desligamento funcional na via de sinalizagdo JAK/STAT (LUDER et al., 2001). Além do
STAT1 o NFkB também é modulado pelo T. gondii (BUTCHER et al., 2001).

A infeccdo com T. gondii também ativa as vias anti-inflamatorias, incluindo
aguelas envolvendo a proteina supressora de sinalizacdo de citocina (SOCS) SOCS1
(STUTZ et al., 2012) e SOCS3 (WHITMARSH et al., 2011) e STAT3 (BUTCHER et al.,
2005).

Proteina ligante da sequéncia consenso de interferon ou fator regulatério de

interferon do tipo 1 (IRF1) é um fator transcricional que esta sob o controle de STAT1 e
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ndo pode ser induzido por IFNy em células STAT1” (GIL et al., 2001). Camundongos

IRF1 knockout sdo extremamente suscetiveis ao T. gondii (SILVA et al., 2002a).

1.1.1 Toxoplasma gondii: sintomas e doencas

Os efeitos maléficos da toxoplasmose latente na saude e no comportamento
humano incluem meningoencefalites, mudancas de personalidade, diminuicdo do
guociente de inteligéncia, reducdo do desempenho psicomotor e disturbios
neuropsicolégicos, como esquizofrenia (WEBSTER et al., 2006; FLEGR, 2007).

Segundo Yolken et al. (2009) dos 54 trabalhos que abordaram a relacdo entre
esquizofrenia e toxoplasmose 49 encontraram que pessoas com esquizofrenia tém
concentracfes elevadas de IgG positivo para toxoplasmose. Desta forma pessoas IgG
positivas para T. gondii podem ter um fator de risco maior para esquizofrenia (YOLKEN
et al., 2009). Além disso, afirmaram que havia pelo menos duas areas nas quais o fator
epidemiologico é diferente: a familiar e os aspectos genéticos. Sendo que inUmeros
destes estudos afirmaram que a esquizofrenia ocorre com riscos de até 10 vezes mais
para individuos de primeiro grau de parentesco quando comparados a pessoas que
tenham a doenca. No entanto, nenhum destes estudos provou a relacdo genética com
a esquizofrenia, abrindo uma possibilidade que ela seja cultural, comportamental e
ambiental, uma vez que individuos com algum grau de parentesco geralmente tem

algum destes fatores muito préximos.

A respeito da toxoplasmose congénita foi descrito por Piekarski (1981) e Witting
(1979) que camundongos e ratos infectados com T. gondii tem dificuldade no
aprendizado e na memoaria. Ja no trabalho de Havlicek et al. (2001) foi encontrado que
em individuos infectados com T. gondii perdem a concentracdo mais facil que os nao
contaminados. Além disso, os infectados tém duas vezes mais probabilidade de terem
acidentes de carros que os que nao sao (FLEGR et al., 2002). Individuos com
evidéncia sorolégica para T. gondii tem um tempo menor de resposta de memoria
definitiva e imediata (YOLKEN et al., 2009).

O estudo de Flegr et al. (1996) encontrou uma correlacdo positiva entre a

duracdo da toxoplasmose latente e a diminuicdo da intensidade da for¢ca do superego



38

(P < 0,02) sugerindo que o decréscimo da for¢ca do superego (a disposicao para aceitar
padrdes morais de grupos) foi induzida pela infec¢cdo de T. gondii. O mecanismo mais
provavel pelo qual o T. gondii poderia causar esquizofrenia € afetando
neurotransmissores em areas do cérebro conhecidas por estarem envolvidas com
esquizofrenia (YOLKEN et al., 2009). Sendo que estudos demonstraram que individuos
com esquizofrenia tém evidéncias de aumento de neurotransmissores, especialmente

acido gama-amino butirico (GABA), glutamato e dopamina (YOLKEN et al., 2009).

Hospedeiros infectados com T. gondii exibem mudancas tanto na expressao de
receptores cerebrais dopaminérgicos e anxiogénicos, quanto em nivel de
neurotransmissores, tais como dopamina, e concentracbes de noradrenalina
(norapinefrina) e testosterona (SKALLOVA et al., 2006; WEBSTER et al., 2006;
FLEGR, 2007). Stibbs (1984), que também pesquisou sobre outros parasitos, deu
maior atencdo no T. gondii, devido a sua habilidade em alterar aprendizagem, memoria
e comportamento de camundongos e ratos infectados. Seus estudos comprovaram que
ha um aumento (14%) de dopamina em camundongos crénicos infectados com T.
gondii. Assim, Stibbs (1985) inferiu que o T. gondii causa anormalidades no
metabolismo de catecolaminas e estas, podem contribuir para as mudancas

psicoldgicas e motoras vistas especialmente em roedores.

Skallova et al. (2006) afirmaram que as mudancas comportamentais de
camundongos foram, provavelmente, por causa do sistema dopaminérgico. Pouco
tempo depois Gaskell et. al. (2009) encontrou no genoma do T. gondii dois genes que
codificam tirosina hidroxilase (enzima produtora de DOPA), sendo TgAaaHl
constitutivamente expresso, enquanto o TgAaaH2 é induzido durante a formacdo do
bradizoita (Figura 5), que é um fator limitante na geragdo de dopamina contida no
cérebro devido a uma menor afinidade por tirosina que a forma TgAaaH1. Analises
funcionais verificaram que a atividade enzimatica desta enzima é induzida durante a
diferenciacdo na forma bradizoita, sugerindo assim, um mecanismo pelo qual o
toxoplasma pode modificar o comportamento do hospedeiro pela modulagéo contida no
cérebro (GASKELL et al., 2009). Neste mesmo trabalho é sugerido que a tirosina
hidroxilase representa uma caracteristica de cistos teciduais que formam,

exclusivamente, T. gondii e N. caninum. Estes autores localizaram a enzima na
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membrana do parasito e no vacuolo parasitoforo, mas sugerem a necessidade de mais
experimentos para esta informacdo. Sugerem também que a L-DOPA pode estar
envolvida na constituicdo da membrana que forma o cisto do parasito. Dois anos mais
tarde, um estudo do mesmo grupo, comprovou que o T. gondii pode alterar diretamente
a sinalizacao de dopamina, produzindo e liberando-a para a célula neuronal, e assim,
mediando mudancas de comportamento do hospedeiro, 0 que pode estar relacionado a

desordens psiquicas, como por exemplo a esquizofrenia (PRANDOVSZKY et al.,
2011).

Figura 5 - TgAaaH 1 e 2 codificam tirosina hidroxilase com substrato ndo usual
especifico
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A - Rastreio por HPLC da produc¢éo de tirosina e L-DOPA por enzimas recombinantes. As frages foram
coletadas e monitoradas por radiomarcacdo através de contagem de cintilages. Marcas internas de
fenilalanina, tirosina, e L-DOPA sao marcadas com setas. B - Grafico mostrando a catalise de tirosina e
fenilalanina em relagédo a concentragdo de substato. O substrato séo tirosina (0-200 mM) e fenilalanina
(0-200mM). A dependéncia do analogo 6-MPH, da tetrahidrobiopterina sobre uma faixa de concentragéo
€ também mostrado com tirosina (50mM) como substrato. C - Catalise relativa de tirosina e fenilalanina
revela preferéncia do substrato. A taxa de reag¢do e o K dos substratos foram medidos e as taxas séo
mostradas. A taxa de 1 indica sem especificidade de substrato. A taxa menor que 1 indica uma
preferéncia para fenilalanina como substrato ; demonstrado pela inclusdo da fenilalanina hidroxilase rat
(DAUBNER; HILLAS; FITZPATRICK, 1997). Uma taxa maior que 1 indica uma preferéncia da tirosina
como demostrado pela incluséo de fenilalanina hidroxilase rat.

Fonte: Gaskell et al., (2009).
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1.1.2 Infeccéo por Toxoplasma gondii e mecanismos de evasao imune da célula

A invasdo o T. gondii induz uma forte resposta imunolégica mediada por célula e
IFN-y em seus hospedeiros mamiferos para resistir a infeccdo aguda e manter a
infeccéo latente (SUZUKI; CONLEY; REMINGTON, 1989). Assim, a principal forma que
o T. gondii tem para modular a resposta imune mediada por células é a habilidade de
evadir pela acdo do IFN-y bloqueando a atividade transcricional do STAT1
(ZIMMERMANN et al., 2006; KIM et al., 2007). Além disso, pode também diminuir a
fosforilacdo de tirosina do STAT1 (ZIMMERMANN et al., 2006). Por exemplo, células
hospedeira infectadas por T. gondii sdo significantemente menos responsivas ao
aumento da inducéo por muitos genes tais como, IFN-y, incluindo MHC classe I, INOS,
e a p47 GTPases (LANG et al., 2006; ZIMMERMANN et al., 2006; KIM et al., 2007).

1.1.3 Susceptibilidade ao Toxoplasma gondii

A viruléncia nos camundongos € devido a cepa de T. gondii especifica, em que
os clones do tipo | sdo universalmente virulentos, clones do tipo Il sdo intermediamente
virulentos, e clones do tipo Ill s&o a virulentos (GIGLEY; FOX; BZIK, 2009).

Células T CD8+ e interferon gama (IFN-y) s@o efetores significativos em mediar
a resisténcia para a infeccdo aguda e cronica ao T. gondii (GAZZINELLI et al., 1992).
Células T CD8+ produzidas em resposta a vacinacado de cpsl-1 (cepa modificada ndo-
replicante do tipo | de T. gondii, que exibe severa auxotrofia de uracila) postergam ou
previnem o0 agravamento de cistos cerebrais em camundongos C57BL/6 (B6)
infectados cronicamente (GIGLEY et al., 2009).

Os camundongos C57BL/6 sdo mais susceptiveis a infeccdo pela cepa ME49 de
T. gondii do que C3H/HeN e BALB/c, sendo um bom modelo animal para encefalite
causada por T. gondii (SUZUKI; YANG; REMINGTON, 1995).

Um trabalho que focou na vacinagéo para T. gondii encontrou que camundongos
geneticamente suscetiveis C57BL/6 (B6) para tipo de cepa | pode prevenir o
desenvolvimento de infec¢éo cronica letal (GIGLEY et al., 2009). Em modelo murino de

toxoplasmose, espécies de camundongos resistentes (BALB/c) estabelecem uma
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infeccdo latente cronica e espécies susceptiveis (C57BL/6) desenvolvem encefalite

necrosante em estagios tardios da infeccao (LIESENFELD et al., 1996).

O aumento da suscetibilidade de camundongos MIF” ao T. gondii foi associado
com inducédo pobre de IL-12, TNFa e IL-1B em estagios precoces de infeccdo e com o

aumento da carga parasitaria no cérebro (FLORES et al., 2008).

Contribui¢cdes importantes sdo mediadas pela imunidade inata através de células
epiteliais, NK, NKT, e enterdcitos intraepiteliais contidos na lamina propria (BUZONI-
GATEL et al.,, 2006). Nam, Ahn e Yang (2011) encontraram que células dendriticas
esplénicas mostraram mudancas precoces e rapidas de citocinas, podendo ter um

importante papel protetor na fase precoce de toxoplasmose em murinos.

Vérias populagdes celulares, incluindo células dendriticas (DCs), macrofagos e
neutréfilos (GAZZINELLI et al., 1994; REIS E SOUSA et al., 1997; BLISS; BUTCHER;
DENKERS, 2000), sao células imune muito importantes que respondem
adequadamente a infec¢éo por T. gondii, assim como ao seu antigenos soluvel (STAQ),
producédo de interleucina 12 (IL-12) (ALIBERTI; SHER, 2002). Sendo que as DCs séo
as maiores produtoras de IL-12 durante infeccdo por T. gondii (LIU et al., 2006). A
resposta de IL-12 das DCs ao T. gondii é extremamente rapida, com pico em algumas
horas, e excede a maioria dos observados com outros estimuladores da producédo de
IL-12 microbianos. Assim, esta resposta € crucial para elucidar uma outra que é a
resposta imune dependente de IFNy contra T. gondii (BOURGUIN et al., 1998;
ALIBERTI; SHER, 2002).

Em recente revisdo, que focou sobre os mecanismos imunes inatos que sao
essenciais para protecao, mediada por IFNy, do hospedeiro contra o T. gondii, afirmou-
se que dentre os receptores tipo TOLL (TLRS) o principal para a resposta inata a este
parasito € o TLR do tipo 11 (TLR11) (YAROVINSKY, 2014). A ativagdo de MYD88 em
células dendriticas promove a producao de IFNy a partir de células naturais killers (NK),
mas ndo a partir das células T (HOU et al., 2011). Além disso, a sinalizacdo em células
dendriticas, mas ndo em outras células, é essencial pela producéo precoce por células

NK, mas a sinalizacdo MYD88 intrinseca de células T regula a producdo de IFNy por
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células T CD4" (YAROVINSKY, 2014). Estas inter-relacées sdo abordadas nas Figura

6 e 7 formulados por Yarovinsky (2014).

Figura 6 - Fontes celulares de IFNy durante a infecgéo por T. gondii
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Interferon-y (IFN-y) é crucial para sobrevivéncia durante a infec¢do por Toxoplasma gondii. Produgéo

desta citocina pelas células assassinas naturais (NK) é dependente do reconhecimento mediado pelo

receptor similar ao Toll (TLR11) da porfilina pelas células dendriticas (DCs). Tanto o IFNy derivado da

célula T CD4" quanto da T CD8" s#o essenciais para resisténcia ao T. gondii durante o estagio crénico

da infeccdo, mas a sinalizacdo de TLR é dispensavel para esta producdo de IFNy vinda de células T.

Como alternativa, a diferenciacéo mielide intrinseca de células T CD4" responsiveis primariamente a via

da proteina 88 (MYD88) regula a resposta celular T auxiliar 1 (Th1l) ao parasito, e a ativagdo de células T

CD8" é mediada por antigenos de T. gondii que sdo expressos em DCs infectadas. Neutréfilos fornecem

uma importante fonte inata de IFNy; o mecanismo que regula o IFNy derivado de neutréfilo ndo sédo bem

entendidos porque esta IFNy néo é regulado por TLRs ou interleucina-12 (IL-12).

Fonte: Yarovinsky (2014)
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Figura 7 - Mecanismo efetor mediado pelo IFNy na eliminagdo do parasito em células
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Interferon-y (IFNy) tem efeitos pleotroficos na infeccdo celular e resulta na reducdo da replicagdo do
parasito pela inducéo da expressao da proteina inibitoria indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e da oxido
nitrico sintetase induzivel (iINOS), assim como a expressdo da proina efetora GTPase relacionada a
imunidade (IRGs) e das proteinas ligantes de guanilato (GBPs). IDO degrada triptofano, o qual € um
aminoacido essencial para o crescimento do T. gondii. Em adi¢do, a iINOS produz um metabdlito de alta
toxicidade, o 6xido nitrico (NO), que restringe a replicacdo do parasito pela deple¢céo de arginina, a qual
€ outro aminoacido essencial para o crescimento do T. gondii. IRGs e GBPs séo responsiveis para a
destruicdo do vacuolo parasitéforo, o qual € uma organela especial que contém o T. gondii que protege
ele do mecanismo endossomal da eliminacdo do microbio. Uma vez que o vaclolo parasitéforo &
danificado, os parasitos T. gondii ficam vulneraveis para rapida eliminacdo do citoplasma de células
infectadas. O mecanismo efetor induzivel pelo IFNy sdo diferentemente expressos em VAarios tipos
celulares, mas a expressédo do receptor de IFNy tanto em células derivadas da medula 6ssea quanto de
células estromais é essencial para protecdo do hospedeiro, uma vez que T. gondii pode infectar qualquer
célula nucleada.

Fonte: Yarovinsky (2014)
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A pesquisa de Terrazas et al. (2010), que abordou a relagéo entre varias cepas
de T. gondii em camundongos knockouts para fator inibitério de migracdo de macrofago
(MIF), concluiu que a falta de maturacao e producao de IL-12 pelas DCs em resposta a
antigenos de T. gondii ficou confirmada em estudos in vitro, e estes efeitos foram
reversiveis seguindo o tratamento com MIF recombinante. Assim, 0S mesmos autores
afirmaram que MIF é crucial tanto na maturacdo precoce das DCs, quanto na producéo
de IL-12 produzidas por elas (TERRAZAS et al., 2010).

No inicio do processo infeccioso, leucocitos CD11c* e CD11b", presentes no
intestino de animais infectados, séo infectados e identifica-se que células CD11b estdo
envolvidas na disseminacdo para sitios distantes do local, incluindo o cérebro
(COURRET et al., 2006). E que as células CD11b estdo presentes em granulécitos,
mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células NK do hospedeiro (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012).

1.1.4 Toxoplasma gondii e sua relacdo com o género

Diversos estudos deixaram bem estabelecido que os homens séo afetados mais
precocemente que as mulheres (YOLKEN et al., 2009). Por isso pesquisas
relacionadas a concentracdo plasmatica de testosterona tém tido maior énfase na
literatura, uma vez que este horménio € o principal andrégeno circulante e seus niveis
diminuem com o envelhecimento em homens (ARAUJO et al.,, 2004; CHEN; GE;
ZIRKIN, 2009). O hormdnio testosterona também tem sido relacionado a modulacéo do
sistema imune para o perfil Th2 (PINZAN et al., 2010). A figura 8 denota a influéncia de
horménios (estrogénio e testosterona) no desencadeamento de um tipo de perfil

imunolégico, sendo o estrogénio ligado a Thl e a testosterona ligada ao Th2.



Figura 8 - Papel provavel de horménios no curso da infec¢ao por P. brasiliensis
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Machos e fémeas foram infectados com células fingicas de P. brasiliensis e varios eventos da

resposta imunoldgica montados para ambos os sexos de camundongos sdo mostrados nesta

figura.
Fonte: Pinzan et al. (2010)
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No trabalho de Sato et al. (2014), observou-se que o treinamento resistido

progressivo restabelece a diminuicdo de enzimas esteroideogénicas sexuais e dos

niveis de hormonios esteroides musculares relacionados ao sexo em homens senis.

Estudos que abordam o envelhecimento em animais de experimentacao,

especialmente os camundongos C57BL/6, tém sido realizados nos ultimos anos e com

a necessidade de se estabelecer equivaléncias entre as fases da vida destes animais

com os seres humanos buscando parametros confiaveis (BALLAK et al., 2014). No que

se refere a0 mecanismo de resisténcia pré-imune de camundongos, tem-se indicios

gue o envelhecimento seja responsavel pelo aumento da susceptibilidade ao

Toxoplasma gondii, uma vez que camundongos idosos comparados com jovens foram
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mais susceptiveis apos a infeccao cistica via oral ou peritoneal (JOHNSON; GIBSON,;
SAYLES, 1995).

Uma possivel explicagdo para a maior incidéncia de esquizofrenia em homens
em idade precoce poderia ser que a testosterona confere de alguma maneira risco para
esta doenca (MARKHAM, 2012).

O trabalho de Pinzan et al. (2010), que comparou o perfil imunologico de
machos normais, machos castrados, fémeas normais e fémeas tratadas com
testosterona (Figura 8), mostrou que machos normais e fémeas tratadas com
testosterona tinham um perfil Th2, e que machos castrados e as fémeas normais
apresentavam um perfil Thl. Sendo que concentraces maiores de testosterona se
correlacionaram positivamente com a producao de IL-10, expressao de mRNA de IL-4
e de GATA-3, e correlaciona-se negativamente com IFN-y, IL-12, TNF-a € NO (PINZAN
et al., 2010).

Shirahata et al. (1992), mostrou existir em fémeas gravidas uma correlacéo entre
0 aumento da susceptibilidade da infeccédo primaria de T. gondii a uma diminuicdo da
producdo de IFN-y. Karikova, Kodym e Flegr (2011) encontraram um decréscimo da
concentracdo plasmatica de testosterona em ambos 0s sexos quando 0S animais
estavam infectados com T. gondii, sugerindo assim, a existéncia de um mecanismo
adaptativo dos camundongos infectados que objetivam compensar a imunossupressao
induzida pelo parasito durante a infeccéo latente. Por outro lado, no trabalho de revisédo
de Flegr (2013) é discutido que muitos experimentos apresentaram aumento das
concentracfes de testosterona relacionado a infeccdo por T. gondii. Desta forma,
embora pareca ndo haver um consenso na literatura sobre a influéncia do T. gondii na
modulacdo da producdo de testosterona do hospedeiro (ABDOLI; DALIMI;
MOVAHEDIN, 2012), os achados relacionando a modulacdo da producdo aumentada
de testosterona em animais infectados tém sido fundamentados (LIM et al., 2013;
VYAS, 2013).

A modulagéo da testosterona na diminuicdo das imunoglobulinas M (IgM) e G
(IgG) foi bem documentada, apontando-se que em células humanas mononucleadas de

sangue periférico (PBMC) este efeito pode ser mediado indiretamente pela inibicdo da
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testosterona na producdo de IL-6 derivada de mondcitos (KANDA; TSUCHIDA;
TAMAKI, 1996). Em cachorros machos a expressao de receptor de androgénio (AR) foi
menor nos mais velhos comparados aos mais jovens (OHNO et al., 2013). Isso sugere
gue nao s6 a concentracdo de testosterona seja importante, mas a do receptor tem sua

relevancia.

1.2 Sedentarismo

O sedentéario pode ser definido como o individuo que realiza de 20 a 150
min/semana de atividades fisicas (BENNETT et al., 2006).

Antes de discorrermos sobre exercicio fisico € importante esclarecer que sua
falta € um fator de risco a ser considerado nas epidemias atuais. O sedentarismo e a
obesidade sdo os principais fatores para o processo de senilidade (HANDSCHIN;
SPIEGELMAN, 2008) que esta correlacionada ao aumento de susceptibilidade ao T.
gondii (GARDNER; REMINGTON, 1978a;1978b; JOHNSON et al., 1995).

O sedentarismo e a obesidade juntos desregulam o sistema imunoldgico,
aumentando a probabilidade de aparecimento de doencas, tais como: Diabetes mellitus
do tipo 2, diferentes tipos de canceres, desordens psiquicas e doenca aterosclerotica
(HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008). A pesquisa de hamilton, M. T.; hamilton, D. G.e
Zderic (2007), muito pertinente, trabalhou com estes dois aspectos da sociedade atual,
a influéncia do baixo gasto energético e o prolongado tempo que os individuos ficaram
sentados, correlacionando-os com seus fatores de risco para doengas como:
obesidade, sindrome metabdlica, diabetes mellitus tipo 2 e doencas cardiovasculares.
Neste estudo conclui-se que ha necessidade em se aumentar o gasto energético diario
de forma macica, principalmente reduzindo a quantidade de tempo que um individuo

fica sentado.

Em relacéo a expressdo de genes ligados ao exercicio, afirmou-se que aqueles
gue tém sua expressdo aumentada durante a falta de carga/inatividade, serdao mais
resistentes para recarga/atividade do que aqueles genes que sao tém sua expressao

diminuida (BEY et al., 2003). Portanto, ao se comparar com normal e espontaneo, ficar
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em peé ou andar vagarosamente, assim como ficar em curtos periodos de imobilidade,

reprimem ou estimulam a expressao de varios genes (BEY et al., 2003).

1.3 Exercicio fisico

A atividade fisica regular esta intrinsecamente ligada a uma boa saude. Nesta
perspectiva pode-se verificar que varias instituicdes ligadas a satude recomendam a
pratica de atividade fisica regular (POLLOCK et al., 2000; FLETCHER et al., 2001;
US, 2001; PESCATELLO et al., 2004; US, 2004; HASKELL et al., 2007; NELSON et
al., 2007; CANADA, 2009; CHODZKO-ZAJKO et al., 2009; MCGUIRE, 2011). Sendo
que o trabalho de Fletcher et al. (2001) foi o Unico que ndo se pronunciou a respeito
atividade fisica de forca e nem a recomendou. Pollock et al. (2000) ndo recomendou a
atividade fisica aerébica. E os autores (FLETCHER et al., 2001; PESCATELLO et al.,
2004; US, 2004; HASKELL et al.,, 2007) n&do reportaram sobre alongamento e
equilibrio. Mas a grande maioria dos autores citados acima, oito publicacdes,
recomendou ao mesmo tempo atividade fisica aerdbica e resistida para se alcancar um
beneficio fisico especifico ou geral (POLLOCK et al., 2000; US, 2001; PESCATELLO
et al., 2004; US, 2004; HASKELL et al., 2007; NELSON et al., 2007; CANADA, 2009;
CHODZKO-ZAJKO et al., 2009; MCGUIRE, 2011). A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), com base nesses estudos ja citados, fez recomendacBes sobre exercicios

fisicos regulares, e para todas as idades (WHO, 2010).

Exercicios aerdbicos e de for¢ca sdo recomendados para todos os adultos acima
de 18 anos, sendo que para os idosos recomenda-se ainda exercicios de equilibrio e
alongamento (WHO, 2010). Assim, tendo como base a literatura ja citada que
recomenda exercicios fisicos para manter ou melhorar a saude de diferentes grupos de
pessoas, pode-se afirmar que a pratica regular de exercicios fisicos € de fundamental
importancia para uma boa salde. No entanto, nas diversas literaturas pesquisadas,
nao se encontraram dados sugerindo qualquer tipo de atividade fisica para grupos de

pessoas infectadas com algum parasito.

Evidéncias experimentais tanto de animais quanto de humanos dao suporte aos
efeitos benéficos de exercicio na funcédo cognitiva. A atividade fisica promove um

melhor desempenho no aprendizado, na preservacdo da memoria (FORDYCE;
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WEHNER, 1993; KRAMER et al., 1999), facilita a recuperacao apos injuria cerebral
(GREALY; JOHNSON; RUSHTON, 1999) e combate o declinio mental associado com
a senescéncia (LAURIN et al., 2001). Além disso, em especial, o exercicio fisico regular
melhora o sistema imunolégico em diferentes aspectos (WALSH et al., 2011a; WALSH
et al., 2011b) e, portanto faz-se necessaria implementacéo do estudo da imunologia do
exercicio em todos os curriculos para formacédo de profissionais em educacao fisica
(SHEPHARD, 2010; BORTOLINI; REIS; MINEO, 2013) que irdo prescrever a outrem

estes exercicios fisicos.
1.3.1 Tipos de exercicio

Desde a antiguidade ja eram descritas definicdes de exercicio fisico, sendo que
a mais antiga foi encontrada em livros antigos na india e data de 1.500-1.000 aC e o
define como "Qualquer acao fisica a qual é desejada e capaz de trazer a estabilidade
ao corpo e forca é conhecida como um exercicio fisico" (SHARMA; DASH, 2008). Esta
definicdo, que pode ser considerada moderna, € provavelmente a primeira definicdo
mundial de exercicio fisico, do mais antigo registro mundial de "praticas medicinais" (ou
em indiano "Atreya Samhita" (SHARMA; DASH, 2008). Além dessa descricdo a
atividade fisica também pode ser definida como qualquer movimento corporal
produzido pelo musculo esquelético que requer gasto de energia (CASPERSEN;
POWELL; CHRISTENSON, 1985; WHO, 2014).

Caspersen et al. (1985) relata sobre os componentes ligados as capacidades

fisicas que:

a) estdo ligados a capacidade relacionada a salde (resisténcia
cardiorrespiratéria, resisténcia muscular, forca muscular, composicao
corporal e flexibilidade);

b) assim como a capacidade relacionada a habilidade (agilidade, equilibrio,

coordenacéao, velocidade, forga e tempo de reacéo).

No quadro 1, a seguir podemos verificar as diferencas sugeridas por Caspersen,

Powell e Christenson (1985) entre atividade fisica e exercicio fisico.
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Quadro 1 - Elementos de atividade fisica e exercicio

Atividade Fisica Exercicio Fisico
1. Movimento corporal via musculo 1.  Movimento corporal via musculo
esquelético. esquelético.
2. Resulta no gasto de energia. 2. Resulta no gasto de energia.
3. Gasto de energia (quilocalorias) varia 3. Gasto de energia (quilocalorias) varia
continuamente do baixo para o alto. continuamente do baixo para o alto.
4. Positivamente correlacionado com 4. Muito positivamente correlacionado com
capacidade fisica. capacidade fisica.
5. Movimentos corporais repetitivos

planejados e estruturados.
6. Objetiva melhorar ou manter um
componente da capacidade fisica.
—_____— - -———— =i

Fonte: Caspersen; Powell; Christenson (1985).

A mais simples categorizagdo identifica a atividade fisica que ocorre durante o
sono, no trabalho, e no lazer, como é demonstrado na formula abaixo (MONTOYE,
1975):

kcalsonot KCalirapaino + KCaljazer + KCalservigos caseiros + KCaloutros = KCalatividade fisica

Nesta féormula é apresentada a contribuicdo de calorias de cada categoria para o
gasto total de energia, exceto o efeito termogénico induzido pela dieta (o qual é o gasto
de energia acima da taxa metabdlica no estado de descanso), sendo que a atividade

fisica esta acima da taxa metabdlica basal, e ndo inclui (JEQUIER, 1983).

Para podermos trabalhar com atividades fisicas e suas capacidades é
importante saber diferencia-las e para isso Caspersen, Powell e Christenson (1985)

fizeram um sumario com os termos mais utilizados (Quadro 2):



Quadro 2 - Termos de Glossario

TERMOS DE GLOSSARIO

Agilidade - Um componente relacionado a habilidade da capacidade fisica
que se relaciona a habilidade para mudangas rapidas de posicionamento
do corpo inteiro no espago com velocidade e precisé\o.l

Atividade Fisica - A atividade fisica pode ser definida como qualquer
movimento corporal produzido pelo musculo esquelético que requere
fasto de energia.?

Capacidade Fisica - um conjunto de atributos que as pessoas tém ou
adquirem que se relaciona & habilidade de realizar atividade fisica.”

Composicao corporal - Um componente relacionado a saude de
capacidade fisica que se relaciona as quantidade relativas de musculo,
gordura, 0sso e outras partes vitais do corpo.”

Condicionamento - Um componente relacionado a habilidade de
capacidade fisica que se relaciona a habilidade de utilizar-se o sentidos,
tais como a viséo e audigdo, juntas com as partes corporais na execucao
das tarefas motoras de forma harmoniosa e precisa.1

Equilibrio - Um componente relacionado & habilidade de capacidade fisica
gue se relaciona a manutencgéo do equilibrio durante a fase estacionaria
ou de movimento."

Exercicio - movimentos feitos pelo corpo de forma repetitiva, planejada e
estruturada para melhorar ou manter um ou mais componentes da
capacidade fisica.?

Flexibilidade - Um componente relacionado a habilidade de
capacidade fisica que se relaciona a faixa permitida de movimento
nas juntas.!

Forca - Um componente relacionado a habilidade de capacidade fisica
que se relaciona a taxa na qual alguém pode realizar trabalho.?

Forca muscular - Um componente relacionado a salde da capacidade
fisica que se relaciona a uma quantidade de forca externa que um
musculo pode exercer.

Resisténcia muscular - Um componente relacionado a salde da
capacidade fisica que se relaciona a habilidade dos grupos
musculares em exercer forga externa por muitas repeticdes ou

exercicios sucessivos.*

Resisténcia cardiorrespiratéria - Um componente relacionado a
salde de capacidade fisica que se relaciona a habilidade dos
sistemas circulatério e respiratério para o fornecimento de
combustiveis durante a realizagdo da atividade fisica e para eliminar
a producso de fadiga apds o fornecimento de combustivel.!

Tempo de reagdo - Um componente relacionado a habilidade de
capacidade fisica que se relaciona ao tempo decorrido entre a
estimulag&o e o inicio da reagdo.”

Velocidade - Um componente relacionado a habilidade de capacidade
fisica que se relaciona a habilidade para realizar um movimento em
um curto periodo de tempo.l

'De Corbin, Charles B., et al., Concepts in physical education with laboratories and experiments, 4th ed. © 1970, 1974, 1978, 1980 Wm. C. Brown Publishers, Dubuque, IA. All Rights Reserved. Adapted by special

permission by “Caspersen; Powell; Christenson (1985).

Fonte: Caspersen, Powell e Christenson (1985)
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A diferenciacdo da intensidade € muito importante entre os exercicios, uma vez que elas estdo implicadas em
varios funcoes fisio-imuno-enddcrino-patolégicas (WALSH et al., 2011a; WALSH et al., 2011b). Desta forma Howley

(2001) sugeriu que a intensidade da atividade fisica (Tabela 2) e dos trabalhos ocupacionais (Tabela 3) fossem
controlados de acordo com 0 modelo apresentado em cada uma.

(lussificag@o da intensidade da afividade fisica

Tabela 2 - Classificacdo da intensidade da atividade fisica

Exercicio tipo
Atividaddes Tipo de Resisténcia Resistido
. ; ; : 3 Intensidade
Intensidade Relativa Intensidade (METs e %V0,,,,,) em Adultos Saldéveis, Diferem em V0., Relativa
%00, V0, ey = 12 METS V0,max = 10 METS VO, = 8 METS V0, = 5 METS
Intensidade ~ %,HRR  %HR,,°  RPE* METS  %V0,.,,° METs  %V0,,., METs  %V0,,, METs  %V0,.,., %1RM®
Muita Leve <20 <50 <10 <32 <27 <238 <28 <24 <30 <18 <36 <30
Leve 20-39 5063  10-11 3253 27-44 28-45 2845 2437 3047 1825 3651 30-49
Moderado 40-59  64-76  12-13  54-75 45-62 4663 4663 3851 48-64 2633 5267 50-69
Difici 60-84  77-93  14-16  7.6-10.2 63-85 64-86  64-86 5269 6586 3443  68-87 70-84
Muita Dificil =85 =04 17-19 =103 =86 =87 =87 =7.0 =87 =44 =88 =85
Mzximo 100 100 20 12 100 10 100 8 100 5 100 100
Modificada da tabela | do Pasicianamento Padrao da ACSM (ref. 5).

7 %VO,R - porcentagem de captagdo de oxigénio reserva; % HRR - porcentagem de batimento cardiaco reserva.

2 %HR_,, = 0.7305 (%V0,,,,) + 29.95 (ref. 20); valores baseados em gruposde 10-MET

¢ Taxa de Borg da porcentagem de extragao 620 scale (ref. 8).
T%V 0o = [(100%-%VO,R) MET, o '] + %VO,R;
¢RBM = repetigBo méxima, 0 maior peso que pade ser movida uma dnica vez de farma completa.

Fonte:Howley (2001)

Comunicagdo pessoal (D. P. Swain, 2000).
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Tabela 3 - Intensidade de trabalho ocupacional

Intensidade de trabalho ocupacional

: Gasto de Energia Gasto de Energia
Intensidade (kJ-min“)g (METs) g
Sedentdrio <84 <19
Leve 8.4-14.7 1.9-3.3
Moderado 14.8-20.9 34-47
Pesado 21.0-314 4.8-71

Muito pesado >31 .44 >71
De Bouchard e Shephard (9) baseado nos dados de Brown e Crowden (If). Valores MET
baseado em média de peso corporal de B3 kg, de Brown de Crowden (11).

Fonte: Howley (2001)

1.3.1.1 Exercicio resistido

Por definicdo, o termo treinamento resistido refere-se ao método especializado
de condicionamento que envolve 0 uso progressivo de uma grande faixa de cargas
resistidas e uma variedade de modalidades de treinamentos feitos para evidenciar
salude e/ou capacidade fisica e/ou esportes de rendimento (FAIGENBAUM et al.,
2009). Embora o termo treinamento resistido seja utilizado como, treinamento de forca
e/ou treinamento de peso e estes sejam algumas vezes empregados como sinbnimos,
o termo treinamento resistido engloba uma diversidade de modalidades de treinamento
e abrange uma ampla gama de objetivos de treinamento (FAIGENBAUM et al., 2009).
Assim o termo levantamento de peso refere-se a um esporte competitivo que envolve

rendimento, levantamentos e arremessos de peso (FAIGENBAUM et al., 2009).

Exercicio anaerobico (treinamento) € realizado com intensidade muito alta, em
gue uma grande quantidade de energia € fornecida pela glicélise e armazenada em
fosfocreatina (HOWLEY, 2001). Sdo exemplos de destas atividades o treinamento
intervalado, conduzido por uma producao de forca bem além da capacidade aerdbica

maxima do individuo, assim como o treinamento resistido (HOWLEY, 2001).

Na revisdo de Alway et al. (2005) que pesquisou sobre treinamento resistido
(TR) e sua aplicacdo no envelhecimento, explicou-se que devido as diferentes variaveis
(e.g.: estimulacdo por alimento, por choque elétrico, alongamento e anestesia) ndo é

possivel se determinar a carga maxima que pode ser exercida de forma voluntaria
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pelos diferentes tipos de animais (e.g.. ratos, gatos, poneis e cavalos). Aléem disso,
Nicastro et al. (2011) afirma que o impacto de diferentes protocolos de TR (volume,
intensidade, frequéncia e intervalo de recuperacédo) nas condicdes de atrofia sdo
desconhecidos. (NICASTRO et al., 2011) o controle e a manipulacdo de varidveis sdo
cruciais na repostas musculares. Estes autores concluem que, em estudos futuros as
avaliacoes do TR em varias condi¢cdes de atrofia poderiam determinar os efeitos de
manipulacdo das variaveis de TR no que diz respeito a otimizacdo funcional e
morfoldégica das respostas. Eles ainda sugeriram que tais manipulagbes poderiam
promover marcas distintas (impressdes digitais) nha musculatura esquelética o que

otimizaria os efeitos terapéuticos do exercicio resistido.

E consenso que muitas adaptacbes possiveis ao exercicio aerdbico podem
ocorrer em menor proporcao para 0s anaerobicos, pois independente de quaisquer vias
de uso do ATP durante o exercicio, para as vias energéticas, € o pis-exercicio 0
responsavel por reestabelecer a célula utilizando a via aerdbica. Desta forma, abaixo

sdo elencadas algumas adaptacdes frente a estimulacéo por treinamento resistido:

a) estimula as células satélites a se diferenciarem, replicarem e se fundirem
com 0s miécitos aumentando o numero de nucleos da célula muscular
(KADI et al., 2005);

b) aumento nas reservas de calcio intracelular principalmente nas fibras
rapidas (Tipo 2 "A” e “X”) (CHIN et al., 1998);

c) aumento de proteinas dentro de cada célula (CHESLEY et al., 1992);

d) aumento da expressdo da cadeia pesada de miosina (SANT'ANA
PEREIRA et al., 1996);

e) aumento da concentracdo de Creatina fosfato e sua enzima (creatina
guinase) (NEWHAM; JONES; EDWARDS, 1983);

f) hipertrofia muscular e aumento acentuado de forca (GLASS, 2005);

g) aumento da expresséo da IGF-1 via IP-3K/PBK (DEVOL et al., 1990);

h) a sintese proteica é exacerbada via PKB(Akt)/mTOR (GLASS, 2005;
JEWELL; RUSSELL; GUAN, 2013), dentre as proteinas que tém

expressado positiva estado as ligadas ao metabolismo da glicélise, purinas
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e pirimidinas dentre e transportadores de glicose (JEWELL et al., 2013;
LUO et al., 2013);

i) aumento da lactato desidrogenase (LDH5 ou MMMM) no musculo
(FERNANDEZ-GONZALO et al., 2014);

J) pode haver um aumento de NAD (dado ndo comprovado).

E importante ressaltar que estas adaptacdes sdo dependentes da intensidade,

do tempo de cada série do exercicio e do intervalo entre uma série e outra.

1.3.1.2 Exercicio fisico aerébico

Atividade aerdbica, também chamada de atividade de resisténcia, melhora a
capacidade cardiorrespiratoria (CASPERSEN et al., 1985). E a (WHO, 2010) apresenta
como exemplos desta atividade aerdbica, considerando a média da populacdo, a

caminhada rapida, a corrida, o ciclismo, o pular corda, a natagédo, dentre outros.

Exercicio aerdbico (treinamento) envolve grupos musculares grandes em
atividade dinamica que resulta em um aumento substancial da frequéncia cardiaca e
gasto de energia (HOWLEY, 2001). A participacdo regular resulta na melhora em
funcbes do sistema cardiovascular e musculo esquelético, levando ao aumento do
rendimento de resisténcia (HOWLEY, 2001). Desta forma, pode-se notar algumas

adaptacodes frente a estimulacéo por treinamento aerdbico:

1. Aumento da atividade de enzimas chaves na oxidacdo (SCHANTZ,
HENRIKSSON; JANSSON, 1983).

2. Aumento da sensibilidade de adip6citos a epinefrina, estimulando a
lipdlise (CRAMPES et al., 1986).

3. Aumento da sensibilidade intramuscular a epinefrina (PHILLIPS et al.,
1996) estimulando a oxidacdo de &cidos graxos (HOLLOSZY; BOOTH,
1976; SALTIN; ROWELL, 1980).

4. Aumento da capacidade antioxidante das células musculares como, por
exemplo, a superdoxido dismutase (LEEUWENBURGH et al., 1994).

5. Aumento das reservas de glicogénio (SCHANTZ et al., 1983).
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6. Aumento de mioglobinas, que servem para o0 transporte e
armazenamento de oxigénio, além de funcionar possivelmente como
antioxidante (GARRY; KANATOUS; MAMMEN, 2003).

7. Aumento do conteldo mitocondrial por grama de tecido e/ou uma
mudancga na composi¢cdo mitocondrial como, aumento da atividade das
enzimas da cadeia respiratdria e da a concentracdo de citocromo c,
aumentando assim, proteinas intramitocondriais (HOLLOSZY, 1967).

8. Aumento de eritrocitos e da concentracdo de hemoglobina (RODGERS;
FISHER; GEORGE, 1975; SCHOOLEY; MAHLMANN, 1975).

9. Aumento de mioglobina intracelular (LAWRIE, 1953).

10. Aumento da mitocondriogénese (GOMEZ-CABRERA et al., 2008).

11.Aumento na densidade de capilares (HERMANSEN; WACHTLOVA,
1971).

12. Aumento da captacdo e consumo de oxigénio (WASSERMAN; MCILROY,
1964).

13.Aumento do débito cardiaco por aumento no volume de ejecdo do
ventriculo esquerdo (ASTRAND et al., 1964).

14. Aumento da expressao génica de GLUT4 (KRANIOU et al., 2000).

15.Altos niveis de PGC-lalfa sdo encontrados em fibras oxidativas
comparadas com fibras glicoliticas, mesmo em um estado de descanso
(LIN et al., 2002).

16. Aumento da ativacdo da AMPK (HUTBER; HARDIE; WINDER, 1997) e da
expressdo em modelos animais (DURANTE et al., 2002) e em humanos
(NIELSEN et al., 2003).

17.Aumento da atividade (FERRARA et al., 2008) e expressao da SIRT1
(SUWA et al., 2008).

18.Aumento da utilizacdo de gordura e diminuicdo da oxidacdo de glicose,
reservando esta para atividade mais intensas e/ou para tecidos que nao

utilizam gordura como fonte de energia (PHILLIPS et al., 1996).
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1.4 Mdasculo esquelético

Para Rozzoli et. al., (2013) que aborda o tema de qualidade de vida e
sarcopenia a "for¢a" € primordial para que todos os seres humanos adultos tenham boa
gualidade de vida, especialmente no caso dos idosos. E considerado isso existem trés
grandes dimensdes envolvendo qualidade de vida relacionados a saude: (a) funcéo
ocupacionalffisica, (b) saude sociallintegracdo e (c) estado de saude
mental/psicoldgica, além de outros tres ndo relacionados a saude que incluem: (d)
aspectos econdmicos financeiros (e) aspectos espirituais e politicos e (f) fatores
ambientais (SPILKER, 1996).

O musculo esquelético € o mais abundante tecido no corpo dos vertebrados,
constituindo nos humanos por volta 40-45% da massa total (GARRETT; BEST, 1994).
Este € composto de faixas de miofibras contrateis, enlongadas nas células sinciciais,
cada uma contendo varios mionucleos com um citoplasma continuo (GARRETT; BEST,
1994). A funcao primaria do musculo é gerar forca em resposta ao estimulo nervoso,
desta forma movendo o esqueleto de maneira controlada, além de desenvolver
importante papel na termorregulagcdo e também como armazenador de energia e
proteina (GARRETT; BEST, 1994).

Garrett e Best (1994) subdividem em trés tipos as miofibras no ser humano:

a) tipo 1 (oxidativas, lentas, vermelhas, mais resistentes a fadiga);

b) tipo 2 (glicoliticas, rapidas, brancas, menos resistentes a fadiga),
subdivididas em duas:
- 2A (intermediarias entre 1 e 2X);

- 2X (a mais rapida de todas).

As fibras musculares podem ser classificadas em grupos baseados em suas
propriedades tais como: (a) velocidade de contracao, (b) expresséo cadeia pesada de
miosina (MyHC) e (c) capacidade metabdlica (SPANGENBURG; BOOTH, 2003;
ZIERATH; HAWLEY, 2004).

De forma geral, o musculo adulto de mamiferos pode conter quatro formas

principais do gene MyHC, uma isoforma lenta (MyHCI) e trés isoformas rapidas
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(MyHClla, MyHCIIx e MyHCIIb) (SCHIAFFINO; REGGIANI, 1994; SMERDU et al.,
1994; SPANGENBURG; BOOTH, 2003). Notavelmente, o musculo esquelético
humano n&o expressa o gene MyHCIIb que expressa o tipo de fibra IIB, no entanto sédo
expressos os genes MyHCI, MyHClla, MyHCIIx que sao traduzidos em tipos de fibras I,
lIA e 11X (SCHIAFFINO; REGGIANI, 1994; SMERDU et al., 1994; SPANGENBURG;
BOOTH, 2003).

1.5 Sistemaimunolégico e exercicio fisico

A atividade fisica afeta o sistema imunoldgico de diferentes formas e estas sao
dependentes da intensidade e duracdo do exercicio (WALSH et al., 2011a; WALSH et
al., 2011b). Estudos comprovaram que a atividade fisica regular induz ao aumento, em
nivel sisttmico, do numero de citocinas com propriedade Th2 (PETERSEN;
PEDERSEN, 2005). E esta modulacdo do sistema imunoldgico tem sido amplamente
discutida para as diferentes intensidades de exercicios, tipos de exercicioe e
aplicacdes destes exercicios como agentes curativos ou preventivos de doencas como
obesidade e cancer, dentre outras (WALSH et al.,, 2011a; WALSH et al.,, 2011b)
ficando evidente a necessidade do estudo da imunologia (SHEPHARD, 2010;
BORTOLINI et al., 2013). Recentemente foi sugerido que o sistema imunoldgico de
animais exercitados seja modulado de forma benéfica a ponto de desencadear, quando
no combate de um parasito intracelular, uma resposta imune efetora especifica
(TERRA et al., 2013).

Fatores importantes relacionam exercicio fisico (tanto em intensidade quanto em
volume de treinamento) e sistema imune a diminuicdo do risco de enfermidades
(ALMEIDA et al., 2009; ROMEO et al., 2010; NETO et al., 2011; WILLIAMS, 2013).
Diversos estudos preconizam exercicios fisicos moderados como benéficos a saude
enquanto os exaustivos determinam o caminho oposto (WALSH et al., 2011a; WALSH
et al., 2011b). Almeida et al. (2009) pesquisaram, em modelo murino (camundongos
Swiss machos), se haveria diferenca entre intensidades (50 e 80% da caga maxima) de
exercicio (natacdo, 1h/dia, 6 semanas) em relacdo ao crescimento de células tumorais
de Ehrlich quando comparados com camundongos sedentarios. Encontraram que néo

houve diferenca estatistica entre volume e peso do tumor para 0s grupos sedentario e
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exercitado exaustivamente (80%), no entanto o grupo que treinou moderadamente
(50% da carga maxima) teve para ambos os fatores, valores mais de 270% menores

guando comparados aos outros dois grupos (sedentérios e treinados a 80%).

O modelo de curva em "J" foi proposto (NIEMAN, 1994) para representar que 0
excesso de exercicio fisico é prejudicial ao organismo, sugerindo assim uma "open

window" para infecg@es do trato respiratério superior, conforme figura 9 abaixo.

Figura 9 - O risco de Infeccao em relacédo a atividade fisica
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Fonte: Nieman (1994)

Nesta mesma perspectiva, (MALM, 2006) sugeriu posteriormente uma curva em
"S", relacionando a intensidade do exercicio ao risco de infeccdo do trato respiratério
superior, conforme figura abaixo.
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Figura 10 - Proposta de relacdo da curva em S entre a carga de treinamento e taxa de infec¢ao
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Fonte: Malm (2006)

Recentemente a curva em "J" proposta por Malm (2006) ganhou mais adeptos,
nao apenas ao abordar os processos infecciosos do trato respiratorio superior, mas

também por contemplar varios outros tipos de infeccdes conforme figura abaixo
(ROMEQO et al., 2010).

Figura 11 - Modelo proposto entre nivel de treinamento de atividade fisica e risco de
infeccéo

Risco de Infecgao

A Nivel adequado de capacidade fisica

Nivel de treinamento de atividade fisica

Modelo proposto da associagéo entre nivel de treinamento de
atividade fisica e risco de infegéo.

Fonte:Romeo et al. (2010)
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O estudo de Shimizu et al. (2008) corrobora com o estudo de Romeo et al.
(2010) por ter encontrado que o exercicio fisico moderado realizado com humanos
idosos esta associado com melhora da expressdo de CD28 em células T auxiliares e
com o balanco de citocinas Th1/Th2, especialmente quanto ao aumento de IFNy e de

resposta a estimulacéo de linfécitos T CD4".

A IL-6 tem-se destacado nos estudos recentees devido a procura de
biomarcadores de estresse imunoldgico (GLEESON, 2000; PEDERSEN; FEBBRAIO,
2008). Através da manipulacdo do conteudo de glicogénio muscular tanto a expressao
de mMRNA de IL-6 intramuscular (KELLER et al., 2001) quanto a producao proteica e
liberacdo (STEENSBERG et al., 2001) foram acentuadas quando houve menor taxa de
glicogénio intramuscular, sugerindo portanto que a IL-6 funcionou como um sensor de
energia (GLEESON, 2000). Além disso, inUmeros estudos mostraram que a ingestao
de glicose durante o exercicio fisico atenuou o aumento plasmético de IL-6
(PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008) e totalmente inibiu a liberacdo de IL-6 da contracdo
muscular esquelética em humanos (FEBBRAIO et al.,, 2003). Um outro biomarcador
gue se destaca na analise de risco de infec¢do do trato respiratorio superior € o pH do
condensado do ar exalado (RIEDIKER; DANUSER, 2007; GREENWALD;
FERDINANDS; TEAGUE, 2009).

Portanto o exercicio fisico pode influenciar em varios parametros do sistema
imune (WALSH et al., 2011a; WALSH et al., 2011b), como se pode verificar no quadro
abaixo elaborado por Romeo (2010) que apresenta os fatores a serem afetados pelo

exercicio fisico na resposta imune inata e adaptativa.



Quadro 3 - Principais efeitos do exercicio agudo versus moderado tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa

Imunidade Inata Imunidade adaptativa (imunidade celular)
Exercicio agudo 7 no nimero de células NK circulantes”" T No nimero de linfécitos circulantes™’ _
(90 min ou mais) + da atividade utolltlca e da contagem dascélulas NK | da resposta proliferativa de linfécitos a mitégenos”*

apos o0 exercicio”
T no nimero de neutréfilos e mondcitos circulante s®2
" da fagocitose de mondcitos e neutréfilos®®

+ da capacidade fagocatlca de neutrdfilos nasais
(supressao transitoria)?”

. da expressdo de receptores similares ao Toll®®

T da producdo de cortisol

T niveis de CRP &’

Exercicio moderado | Niveis de biomarcadores que sdo utilizados para

(efeitos anti- avaliar a inflamac 4o sistémica (producéo de citocinas

inflamatorios) inflamatorias e stimuladas por mitégeno, contetido
proteico inflamatdrio de musculo esquel ético,
gpdugﬁo de adipocinas, niveis soroldgicos de CRP)

+ no nimero de linfocitos e linfocitos T circulantes

T da taxa de CD4+/CD8+ apds exercicio estenuoso ou
prolongado

T do nivel de citocina pré-inflamatéria IL-6%

7 do nivel de citocinas anti-inflamatérias e IL-10 e IL-1ra
< dos niveis de TNF-o
Inducdo dalipdlise
! da taxa de Th1Th2'®%
. de niveis nasais e salivares de IgA®”
« da expressdo do complexo de hls’tocompatlbllldade
principal de classe Il de macrofaqos" A
T da contagem de células T de meméria (CD45R0O+) e T
naive (CD45RA+)"% 158
T da taxa de C D45SRO+/CD45RA+™* 19
- Alteracdo do mecanismo requlatéro”™
- Supressdo da imunidade celular — Janela imunologica”
+ respostade mRNAde IL-6 induzida pelo exercicio apds
10 semanas de treinamento (homens jovens ndo
treinados) "

vConcentragoes sistémicas de IL-6 em pessoas idosas
com risco para incapacidade'™®

Nao suprlm a resposta 1sahvarde IgAou altera a
secrecdo de cortisol'

CRP, proteina C reativa: NK_ células assassinas naturais; Th, T awdliar; 7, aumento; L, diminuicio.

Fonte: Romeo (2010)
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1.5.1 Mdsculo esquelético e sistema imunoldgico

O masculo é tido como um 6rgdo enddécrino, uma vez que pode, frente a
estimulos (e.g.: exercicios resistidos e aerébico) liberar citocinas, definidas também
como miocinas (PEDERSEN et al., 2007; PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008). Dentre as
citocinas produzidas durante o exercicio resistido estédo IL-7 (HAUGEN et al., 2010), IL-
8 (AKERSTROM et al., 2005), IL-4 e seu receptor alfa (PROKOPCHUK et al., 2007), IL-
13 e seu receptor alfa 1 (PROKOPCHUK et al., 2007) e em maior quantidade IL-15
(NIELSEN et al., 2007). Frente a contracdo muscular, o musculo pode produzir IL-6
(STEENSBERG et al., 2000), especialmente durante exercicios aerdbicos e de longa
duracdo (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008). Em estudos com humanos que realizaram
exercicios aerobicos foi encontrado que a IL-8 aumentou consideravelmente no sangue
(NIEMAN et al., 2001; OSTROWSKI et al., 2001).

A IL-15 foi identificada como um fator anabdlico de crescimento muscular
perante o exercicio resistido em humanos e parece desenvolver importante papel no
metabolismo de lipideos (NIELSEN et al., 2007) além de também estar envolvida na
diminuicdo de até 33% da massa de tecido adiposo branco (CARBO et al., 2001).

A inflamacéo induzida pelo exercicio inicia-se com IL-6, seguida por citocinas
inibidoras como IL-1ra, IL-10, e receptores soluveis de TNF-a (STNF-R), ndo havendo a
classica producdo de TNF-a e nem de IL-1p (OSTROWSKI et al., 1998; OSTROWSKI,
SCHJERLING; PEDERSEN, 2000).

Macrofagos tém varias funcdes classicas que incluem atividade microbiana,
fagocitose e apresentacdo de antigeno, além disso, estas células de multifacetas
eficientemente auxiliam o crescimento e diferenciacdo de outros tipos de células
(GORDON, 1995; LASKIN; LASKIN, 2001) incluindo as satélites (CHAZAUD et al.,
2003) desenvolvendo assim, um papel fundamental no reparo tecidual e manutencao
da homeostasia (GORDON, 1995).

As células miogénicas sao quimiotaticas para mondcitos, agindo através de
cinco sistemas moleculares quimiotaticos identificados: (a) quimiocina derivada de

macrofago (MDC), (b) proteina 1 quimiotatica de mondcitos (MCP-1), (c) fractalcina
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(CX3CL1), (d) fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e (e) o sistema da
uroquinase (UPA) (CHAZAUD et al., 2003).

Os resultados de Arnold et al. (2007) mostraram que apos injdria a regeneracao

muscular se caracteriza por uma populagédo sequencial de macréfagos:

a) no tecido estdo os macréfago inflamatérios (M1), os quais estdo
associados com recrutamento de mondcitos e remocdo do material
necrotico;

b) em seguida os macréfagos anti-inflamatérios (M2) aparecem e séo

associados com a cura e reparo do tecido.

A via de sinalizacdo por NFkB n&do é ativada por contragdo em mausculo
esquelético humano (CHAN et al., 2004; STEENSBERG et al., 2007), sugerindo que a
transcricdo do gene da IL-6 do musculo esquelético humano seja provavelmente néo
dependente da ativacao da via de sinalizacdo por IKK/NFkB (PEDERSEN; FEBBRAIO,
2008).

Em trabalho recente foi demonstrado que com a indugéo por IL-6, a sinalizacao
de STAT3 ocorreu exclusivamente no ndcleo de células satélites (CS) em resposta a
contracdo e estiramento muscular e o aumento no nimero de CSs cMyc” indica que
CSs humanas foram induzidas para proliferar sob o controle da sinalizacdo de STAT3
(TOTH et al., 2011).

Experimento realizado in vitro demonstrou-se que o do aumento de Ca2*
resultou em um aumento tempo-dose dependente em mMRNA de IL-6
concomitantemente com uma diminuicdo da expressdo de TNF-a, demonstrando
assim, uma resposta diferenciada entre estas citocinas (KELLER et al., 2006). Sendo
gue quando provocaram o bloqueou do calcinério o resultado foi a inibicdo da resposta
de IL-6 para ionomicina, indicando assim que esta via desenvolve o principal papel na

producdo de IL-6 induzida pelo Ca2".

A IL-6 aumenta tanto a captacéo de glicose basal, que parece estar envolvida

com a AMP-quinase, quanto a translocacdo de transportador de glicose do tipo 4
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(GLUT4) de compartimentos intracelulares para a membrana plasmatica (CAREY et al.,
2006).

Foi sugerido que a fosforilacdo de p38 MAPK pode ser um evento importante
que leva a uma ativagdo diminuida de coativadores nucleares e seus ligantes para a
area de regulacéo de transcricdo do gene de IL-6 na contracdo muscular (PEDERSEN;
FEBBRAIO, 2008).

O aumento da formagéo do complexo IL-6/IL-6R que interage com gpl30 na
membrana de células T na falta de IL-6R membréanico, através da trans-sinalizacao,
leva ao aumento da expressao e translocacdo nuclear de STAT3 e causa, assim, a
inducao de genes anti-apoptéticos, tais como, Bcl-xl e Bcl-2, resultando no aumento da
resisténcia de células T & apoptose (ATREYA et al., 2000; JOSTOCK et al., 2001).

Sobre a producdo de cortisol apds exercicios fisico propde-se um modelo
(Figura 12) pelo qual a IL-6, produzida pelo exercicio, seja um fator anti-inflamatorio

tardio, via estimulacédo da producéo tardia de cortisol.

Figura 12 - Esquema proposto para o efeito anti-inflamatério tardio, via HPA
dependente de IL-6 muscular, pés-exercicio
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Durante o exercicio fisico produz-se IL-6 (STEENSBERG et al., 2000) e esta inversamente relacionada
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aos niveis de glicose musculares (FEBBRAIO et al., 2003; PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008). Tanto sua
transcricdo (KELLER et al., 2001) quanto sua secrecdo (STEENSBERG et al.,, 2001) ficam entdo
aumentados no musculo esquelético. Em indmeros trabalhos IL-6 tem seus niveis plasmaticos
aumentados (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008) e estes estimulam o eixo HPA (VENIHAKI et al., 2001). A
IL-6, *IL-18 (NAVARRA et al., 1991; KAGEYAMA et al., 2010) e *TNF-a (KAGEYAMA et al., 2010)
estimula a liberacdo de CRF pelo PVN, o qual, via receptor 1 de CRF, estimula a producao de ACTH que
estimula a liberacdo de glicocorticéides na glandula adrenal e por sua vez estes inibem tanto a producéo
de CRF no PVN hipotalamico quanto o ACTH na glandula pituitaria (WHITNALL, 1993). Com este
aumento de glicocorticoides a producgédo de IL-6 também é inibida (KARALIS et al., 1997; TURNBULL;
RIVIER, 1999). TNF-a, Fator de necrose tumoral; IL-6, interleucina do tipo 6; IL-1p, interleucina do tipo 1
beta; PVN, nlcleo paraventricular hipotalamico; CRF/CRH, Fator (horménio) de liberacdo de
corticotropina; eixo HPA, hipotalamo-pituitaria-adrenal; ACTH, hormdnio adrenocorticotréfico; *Citocinas
suprimidas neste esquema.

Fonte: Préprio autor, 2014.

Treinamento fisico prolongado diminui a sensibilidade de glicocorticoides e
niveis de mRNA de seus receptores combinados com um decréscimo de mRNA de
genes relacionados a via do NFkB (SOUSA E SILVA et al., 2010).

1.6 Envelhecimento e sistema imune: atividade fisica

O envelhecimento é “todo o fendmeno de deterioragcao de tecidos, cancer, e
propensédo a infeccdo pode ser interpretado como sinais de envelhecimento ao nivel
somatico das células progenitoras” (HO; WAGNER; MAHLKNECHT, 2005).

O trabalho de Petralia; Mattson; Yao (2014), referenciando-se por estudos
previos (MOUTON et al., 2009; LOPEZ-OTIN et al., 2013) ilustrou na figura 13 os

principais acontecimentos que levam ao envelhecimento.
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Figura 13 - Mecanismos de envelhecimento
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(envolve horménio de crescimento, fator de crescimento similar A |
ainsulina, FOXO, mTOR, AMPK, situinas, etc.; diminui a Perda da prOte°hse ‘

sensibilidade de nutrientes { e.g., mudancas na dieta} podem ‘ gproblemals comta establlnza({aoadegrz:d?cao,
aumentar a longevidade) ‘ lesenovelamento e agregagao de proteinas)

O diagrama ilustra nove destaques do envelhecimento como descrito por Lopez-Otin et al. (2013); O
envelhecimento de animais frequentemente mostra mudancas notaveis na aparéncia, forma do corpo e
postura. O centro uma silueta estereotipada de uma pessoa envelhecida careca, e postura curva devido
a vérios efeitos de doengas degenerativas. Alguns platelmintos envelhecidos, podem mostrar mudancas
compativeis tais como sulcos evidentes na cabega (asterisco) e corpo deformado por cistos (c) Note
como o trato digestorio ou intestino (g) é deslocado para lateral. Os dois pontos pretos representam 0s
olhos. O desenho é original baseado em micrografias de Macrostomum lignano [(Mouton et al., (2009)].
Fonte: Petralia; Mattson; Yao, (2014).

No que se refere ao musculo esquelético seu envelhecimento é caracterizado
por um decréscimo no numero de células satélites por fibra (SNOW, 1990; KADI et al.,
2004). Além isso, ficou constatado que os niveis de mMRNA para o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) também diminuem dificultando a angiogénese (CROLEY et
al., 2005).

A imunossenescéncia é bem caracterizada pela deterioracdo do sistema imune
associado com o envelhecimento cronolégico (PAWELEC, 1999). Este estd associado

com involugao timica, diminuigdo no numero de células T naive, e aumento no numero
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de linfocitos T de memdria e efetores associado a diminuicdo do repertorio das
mesmas (HAKIM; GRESS, 2007). Além disso, ha um aumento das células T pro-
inflamatérias com menor dependéncia de co-estimulacdo para ativagcdo (HAKIM;
GRESS, 2007). O sistema imune inato também € alterado, como as mudancas bem
documentadas nas células assassinas naturais (NK) que tem um aumento no numero,
mas com diminuicdo de suas funcdes (MOCCHEGIANI; MALAVOLTA, 2004).

O envelhecimento leva tanto a uma diminuicdo da quantidade total de células T
(UTSUYAMA et al., 1992) quanto na diminuicdo da expressao de CD28 (VALLEJO,
2005). Em recente trabalho foi encontrado que niveis de proteinas de membrana CD40,
CD45 e CTLA-4 (ligante inibidor de CD28) estédo elevados em adultos idosos saudaveis
(YALCIN et al.,, 2012). No entanto, esta perda de CD28 pode ser diminuida com a
pratica de exercicios fisicos regulares moderados (SHIMIZU et al., 2008). Em
concordancia com este achado, a pratica do exercicio fisico regular aponta para um
aumento da longevidade (HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008; YATES et al., 2008),
especialmente ligado a diminuicdo do risco de infeccdo conforme ilustrado nas fFigura
14 e Figura 15 (ROMEO et al., 2010; SIMPSON; BOSCH, 2014) assim como a
diminuicdo da incidéncia de doencas ligadas ao sedentarismo e a obesidade
(HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008; WALSH et al., 2011a; WALSH et al., 2011b). Em
estudo recente, (BACHI et al., 2013), demonstrou que o exercicio fisico regular em
idosos mostrou ser um adjuvante na vacinacdo ao potencializar a producdo de

anticorpos IgM e IgG especificos em resposta ao virus influenza.
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Figura 14 - Modelo proposto da relacéo entre envelhecimento, risco de infecgao e
atividade fisica

nvelhecimento
Imunossupressao

® @l,_@

Habitos @ Riscode ©  atvigade Fisica
Sedentarios Infecgao Regular

Modelo proposto da relagéo entre envelhecimento, risco de infecgéo
e atividade fisica.

Fonte: Romeo et al. (2010)

Figura 15 - Relacéo proposta entre habito de exercicio e funcdo imunolégica ao longo
da vida
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Aqueles os quais participam de atividade fisica regular, motivados para uma proposta de salde e bem
estar (Exercitado Habitual) experimentam um tempo de vida mais longo e até mais saudaveis (0 tempo

de vida gasto em uma boa salde) do que aqueles os quais vivem com um estilo de vida sedentario (Nao
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Exercitados). Controversamente, aqueles que participam em exercicios extremos (i.e. consistente com a
pratica de atlétas de alto rendimento) experimentam crises na imunidade que podem impactar
negativamente de forma geral no tempo de vida e vida saudavel, particularmente se altos volumes de
treinamento sdo mantidos por trés ou quatro décadas da vida. Um aumento corporal de evidéncias tem
implicado a infeccéo latente com citomegalovirus (CMV) na imunossenescéncia especialmente com o
ramo adaptativo do sistema imune. A interacdo entre exercicio e controle viral (em particular CMV) vai
provavelmente servir como o principal determinante da funcéo imune, na vida saudavel e longevidade
através da vida. Dado esta ligacao putativa entre infeccdo por CMV e mudancas relacionadas a idade
gue caracterizam a imunossenescéncia, intervencdes de treinamento de exercicios futuras poderéo ser
objetivadas na melhora do controle imunoldgico da laténcia viral assim como o oposto para alteracdo da
imunidade diretamente. Este modelo também aumenta a questdo como se ou ndo mudancas nos habitos
de exercicios tardios na vida podem alterar a trajetéria do declineo imune relacionado a idade,
evidenciando a necessidade para um novo teste clinico longitudinal humano nesta érea.

Fonte:Simpson; Bosch (2014).

Como mencionado anteriormente (item 1.1.4), a utlizacdo de animais
experimentais como C57BL/6 é essencial, e principalmente quando o objetivo for
avaliar fung6es imunofisiologicos em modelo senil, € importante elencar parametros de
comparacao. Harrison (2011) apresenta no na figura abaixo a comparacdo entre as

idades de camundongos C57BL/6 e seres humanos
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Figura 16 - Fases equivalentes da vida dos camundongos C57BL/6 comparados com o0s
humanos

Fases equivalentes da vida
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6+ meses 25 vezes mais répido

Figura representativa da média da idade para os estagios de histéria de vida madura nos camundongos
C57BL/6J em comparacdo com os seres humanos. [Adaptada da Fig. 20-3: Flurkey; Currer; Harrison.
(2007). The Mouse in Aging Research. In The Mouse in Biomedical Research 2nd Edition. Fox JG, et al,
editors. American College Laboratory Animal Medicine (Elsevier), Burlington, MA. pp. 637-672.)].

Fonte: Harrison (2011)

Portanto, levando-se em consideracdo os beneficios que pratica de exercicios
fisicos regulares pode promover ao organismo (especialmente ao sistema
imunolégico), a relacdo da efetividade deste sistema com o envelhecimento e a
ubiquidade mudial que o T. gondii possui, pode-se afirmar que a realizacdo de

pesquisas focadas na relacdo do exercicio fisico e na modulacdo do sistema imune,
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utilizando-se modelos animais em diferentes fases da vida e parasitados pelo

protozoarios mais comum do mundo, o T. gondii, S&o necessarias na atualidade.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo objetivou avaliar se camundongos machos C57BL/6
exercitados versus sedentarios, ambos infectados por T. gondii, apresentavam

diferencas em determinados componentes da resposta imunoldgica.

2.1 Objetivos especificos
Desenvolver e validar aparato para treinamento de exercicios fisicos resistidos.

Verificar a susceptibilidade de camundongos previamente treinados versus
sedentarios, ambos infectados apds inicio do treinamento e eutanasiados no 30° dia de
infeccéao.

Verificar a sobrevivéncia de camundongos treinados versus sedentarios, ambos
infectados (com seis semanas de idade) e com inicio dos exercicios no 30° dia apos a

infeccéao.

Analisar parametros imunologicos, tais como IL-10 e IFN-y em esplendcitos de
camundongos previamente treinados versus sedentarios, ambos infectados apds inicio

do treinamento e eutanasiados no 30° dia de infecgao.

Analisar o0 parasitismo cerebral dos camundongos treinados versus
camundongos sedentarios, tanto por imunohistoquimica quanto por qPCR, ambos

infectados apds inicio do treinamento e eutanasiados no 30° dia de infecgéo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos BALB/c e C57BL/6 machos de diferentes idades
(de quatro a 18 semanas de idade). Cada grupo foi estabelecido inicialmente com seis
camundongos e foram mantidos em gaiolas apropriadas em sala separada em ciclo
claro-escuro, com fotoperiodo artificial de 12 h/12 h, sendo as luzes ligadas as 07:00 h
e desligadas as 19:00 h. Todos os experimentos foram iniciados apds uma semana de
adaptacdo ambiental e fisica dos animais com agua e alimentacdo ad libitum. Os
experimentos e procedimentos foram realizados apos aprovacéo da Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UFU), sob Protocolo N° 053/10.

Na maioria dos experimentos os camundongos (C57BL/6 ou BALB/c) foram
infectados com T. gondii (de oito a 12,5 semanas de idade) apds o inicio dos
exercicios. E em outro experimento (curva de sobrevivéncia) os camundongos
(C57BL/6, seis semanas de idade) foram infectados antes do inicio dos exercicios (30
dias apds a infeccao, fase crénica). Todos os camundongos (C57BL/6 ou BALB/c)

foram eutanasiados por deslocamento cervical.

3.2 Infeccéao oral

Cistos de T. gondii da cepa ME49 foram obtidos de cérebro de C. callosus de
30-45 dias ap6s a infeccdo descrita previamente (BARBOSA et al., 2007).
Sucintamente, os cérebros foram removidos, lavados em tampéao estéril de fosfato e
salina (PBS, pH 7,2), em seguida foram triturados, homogeneizados e centrifugados a
1000 g por 10 min. Os cistos foram entdo contados por microscopia optica (40x de
aumento). A suspensédo teve a quantidade de cistos ajustados para 100 pl. Para a
infeccdo (por gavagem) foi adotado o seguinte procedimento: logo apds a realizagéo da
infeccéo oral de cinco a 10 cistos para os camundongos C57BL/6 e de 20 a 100 para
os BALB/c foi ofertado aos animais mais 100 pl de agua filtrada, utilizando-se as

mesmas seringa e agulha utilizadas para o procedimento de infec¢cdo. Para prevenir a



75

regurgitacdo da suspensdo com cistos 0s animais tiveram restricdo de agua por quatro

horas.

3.3 Experimento de soroconverséao

Para confirmar a soroconversédo dos camundongos em todos os experimentos, a
coleta de sangue foi realizada por via do plexo orbital, com capilar, no 30° dia apds a
infecgdo por T. gondii. Em seguida, utilizando-se capilares sem anti-coagulante para
coleta de sangue do plexo orbital, obteve-se os soros que foram utilizados para a
realizacdo imunoensaios por ELISA indireto para detec¢do de anticorpos anti-T. gondii

do isotipo 1gG, como previamente descrito (BARBOSA et al., 2007).

Para alguns experimentos foram analisados o isotipo IgM (ELISA indireto) e
outras subclasses de IgG (IgG; e 1gG2,) por protocolos de ELISA indireto (KANG et al.,
2006). Em todos os animais ndo infectados os mesmos procedimentos foram
realizados e suas amostras foram utilizadas como controles negativos do experimento.
O Cutoff para o indice ELISA foi considerado ser 1,2, como descrito previamente por

Mineo; Camargo; Ferreira, (1980).

3.4 Perfil de citocinas

Amostras de sangue foram coletadas antes da infeccdo, quando entdo foram
processadas, nas respectivas amostras de soro, a quantificacdo de IL-10 e IFNy, pelo

método de ELISA de duplo anticorpo (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Utilizou-se anticorpos monoclonais e citocinas recombinantes murinas como

amostras de referéncia.

As densidades opticas (DO) foram mensuradas a 405 nm ap6s 5 min da adicédo
do substrato e cromoégeno, utlizando-se um leitor de microplacas de ELISA
(SpectraMax 250, Molecular Devices, USA).

3.5 Antigeno soluvel de T. gondii
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Antigeno soltvel de formas de taquizoitos de T. gondii (STAQ) foi obtido como
previamente descrito (MINEO et al., 1980).

Exsudato peritoneal de camundongos infectados (cepa RH) foram lavados duas
vezes em tampao fosfato de salina (PBS) e centrifugados a 720 g por 10 min em 4°C.
Suspensdes de parasitos foram ajustadas para 1x10° taquizoitos/mL, tratadas com
inibidores de proteases (10 pg/mL aprotinina, 50 pg/mL leupeptina, e 1,6 mM
fenilmetilsulfonilfluorido; todos da Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA) e,
entdo, lisados por cinco ciclos de congelamento/descongelamento com posterior

sonificacao (seis ciclos a 60-Hz por 1 min cada) em gelo.

Ap6s centrifugacdo a 10.000 g, por 30 min., a 4°C, o sobrenadante foi coletado e

filtrado por meio de membrana de 0,2 um (Corning Costar Corp., Cambridge, USA).

A concentragdo de proteina contida no STAg foi determinada pelo método de

Lowry (1951) e aliquotas de 100 uL foram congeladas a -80°C.
3.6 Andlise da producdao de citocinas ex vivo

Esplendcitos foram macerados em meio RPMI e a suspenséo foi lavada com
meio, tratada com tampéo de lise (0,16 M NH,Cl e 0,17 M Tris—HCI, pH 7,5), lavados
novamente e ressuspendidos em meio RPMI contendo 10% de CSF. As células (2 x
10°/200pL/poco) foram cultivadas em quadruplicata em placa de cultura com 96 pocos
na presenca de diferentes estimulos, LPS (Lipopolissacarideo, 1 pg/ml; Sigma-Aldrich
Chemical Co., St. Louis, MO, USA), antigeno soluvel de taquizoito de T. gondii (STAg;
em trés dosagens 50, 25 e 10 pug/ml), ou somente meio e foram incubados a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO,. Apdés 48 h, o sobrenadante sem células foi coletado e

estocado a -70 °C até a quantificacdo de citocinas.

As mensuragoes de IL-10 e IFNy foram realizadas por ELISA indireto de acordo
com as instru¢des do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN). O limite de detecc¢éo

foi de 31 pg/mL para ambas citocinas.

3.7 PCR quantitativo em tempo real
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Amostras de diferentes tecidos (figado, rim, musculo/quadriceps, intestino,
testiculo, pulméo, coracdo) foram coletadas apds a eutanasia dos animais, no entanto

somente as de cérebro foram analisadas.

A quantificacdo dos parasitos em cérebro foi determinada por PCR quantitativo
em tempo real (QPCR), conforme descrito por Wahab et al. (2010). Os primers
utilizados foram desenvolvidos para deteccéo da regido repetitiva de 529 pares de base
do T. gondii utilizando o sistema “SYBR green” (Invitrogen, San Francisco, CA). A
extracdo do DNA foi realizada a partir de 20 pug do tecido (e.g.: cérebro), utilizando
“Wizard SV Genomic DNA kit” (Promega Co., Madison, WI) de acordo com instrugbes
do fabricante. A concentracdo do DNA total foi determinada por espectrofotémetro (260
nm) ajustando a concentracdo do DNA das amostras para 200 ng/uL. Os ensaios para
determinar a quantificacdo do T. gondi foram realizados utilizando “StepOnePlus™
PCR Systems”(Applied Biosystems, Foster City, CA) com Master Mix (Promega Co.,

Madison, WI) juntamente com os primers, conforme instrugoes do fabricante.

Todas as reacgdes foram conduzidas juntamente com amostras positivas
realizando-se uma curva padrdo em sete diluicdes seriadas 1:10 a partir de 100 ng do
DNA do parasito. A quantificacdo dos parasitos foi calculada pela interpolacédo da curva

padrdo (10 a 10 ng) com equivalente de DNA do T. gondii.

Para o controle negativo os cérebros de camundongos ndo infectados foram

analisados em paralelo.
3.8 Andlises de imunohistoquimica

Parasitismo do tecido cerebral foi determinado por imunohistoquimica como
previamente descrito por Silva et al., (2002b). Seccdes desparafinizadas foram
incubadas com 3% de peroxido de hidrogénio e com 0,2 M de tampao citrato (pH 6,0)
em micro-ondas por ciclos de 7 min para resgate do sitios de antigenos. Em seguida,
as seccOes foram bloqueadas com 2% de soro de cabra ndo imune e entdo com
anticorpo primario (retirados do soro de camundongos infectados experimentalmente

com T. gondii) diluido 1:1000 em PBS mais 1% de soro-albumina bovina.
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Os controles negativos de seccdes de tecidos pareados foram incubados na
auséncia de anticorpos primarios (somente o diluente) ou com soro de camundongo
nao imune. Subsequentemente, anticorpos biotinilados IgG anti-camundongo de cabra
(1:300, Sigma) e complexo peroxidase de estreptavidina biotinilada (1:250; DAKO
Corporation, Carpinteria, CA) foram adicionados e a reacdo foi desenvolvida com
0,03% de H,0; e 3,3-diaminobenzidina tetraidroclorido (DAB; Sigma).

As laminas foram coradas com hematoxilina de Harris e examinadas por
microscopia de luz. Controles negativos de tecido cerebral foram incluidos de

camundongos nao infectados e ndo imunizados.

Cistos e parasitos totais do hemisfério esquerdo cerebral foram determinados
por dois investigadores independentes, utilizando-se microscopia de luz (Nikon, lente
objetiva de 40x).

3.9 Exercicios fisicos

Foram realizados exercicios aerdbicos e resistidos durante pelo menos quatro
semanas (conforme protocolo de experimento) com os grupos de animais envolvidos,

de acordo com os procedimentos mencionados a seguir.
3.9.1 Exercicio Aerdbico

Inicialmente, os camundongos realizaram uma fase de adaptacdo na esteira
(Figura 22) de trés sessfes/semana de corrida a 14 m/min (velocidade moderada), com
incremento progressivo de cargas. O tempo minimo de treinamento foi de quatro

semanas, dependendo do experimento.

Foi realizado também o experimento (duracdo de 8 semanas) aerdbico com
velocidade de 20 m/min (C57BL/6, item 4.2) e 22 m/min (BALB/c, item 4.2).

As sessoOes foram elaboradas pelo autor da seguinte forma:

a) sessao 1: os camundongos deveriam correr oito séries de dois minutos

com um minuto de intervalo;
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b) sessdo 2: os camundongos deveriam correr oito séries de trés minutos
com um minuto de intervalo;

c) sessao 3. os camundongos deveriam correr seis séries com quatro
minutos com um minuto de intervalo. Desta sessao em diante, em todas
as demais sessdes 0s camundongos deveriam correr seis séries de cinco

minutos com um minuto de intervalo.
3.9.2 Exercicio resistido

Assim como para os exercicios aerébicos o0s exercicios resistidos contaram com
a semana de adaptacdo, na qual os animais foram colocados no aparato de escalada
(Figura 19) somente com o aparato de carga (Figura 20) afixado na calda, sem peso

extra.

No primeiro dia da primeira semana pés-adaptacdo, os camundongos tiveram
suas cargas maximas em uma so repeticdo (1 RM, uma repeticdo maxima) aferidas e
em seguida foi colocado uma carga na calda iniciando-se com 60% do 1 RM, sendo
aumentado até 80% durante a proxima reavaliacdo de 1 RM, que foi realizada

semanalmente salvo ap0s as infec¢des pods infeccao.

O peso do aparato mais os das bolas de chumbo foram aferidas com balanca
digital (AUW220D, Shimadzu, Philippines).

A frequéncia utilizada foi de duas sessbes/semana. Os camundongos realizaram
pelo menos 12 séries com trés a quatro minutos de descanso com apenas uma
repeticdo em cada série, que teve uma duracdo de 14 a 15 segundos. Para os
camundongos que nao ficaram o tempo estipulado a repeticdo ndo foi considerada.
Assim aqueles que conseguiram alcancar os 80% do 1 RM ou apés a terceira sessao,
tiveram seus 1 RM reavaliados.

3.10 Mensuracéo de peso e da temperatura

Os pesos dos camundongos foram aferidos semanalmente utilizando-se balanca
digital (AUW220D, Shimadzu, Philippines), exceto no pendltimo experimento em que

tiveram seus pesos aferidos diariamente apds a infecgéo.



80

Utilizando-se termdmetro digital com infravermelho (TCI1000, Avita, Wujiang
Co., LTD, China) as temperaturas dos camundongos foram aferidas somente no
penultimo experimento com frequencia semanal até a infeccdo e apos esta, realizada

diariamente.

3.11 Analises estatisticas

Para a realizacdo das andlises estatisticas, utilizou-se o software GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Foram utilizados os testes
paramétricos ou ndo paramétricos, quando apropriados. As comparacfes entre dois
grupos foram feitas pelo teste t de Student e para trés ou mais grupos foi utilizado
ANOVA com pés-teste de Bonferroni. As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier
foram comparadas pelo teste de Log-rank. Foi estabelecido o valor de P<0,05 para as

diferencas significativas.
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4 RESULTADOS

4.1 Pré experimentacéao

Os aparatos para realizacdo dos treinamentos fisicos (aerdbicos e resistidos)
dos animais foram construidos no ano de 2011.

Para a construcdo da Gaiola Eletromagnética (Figura 17) a Empresa Junior da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) foi contratada, no entanto entregou somente
as partes de acrilico e quebrou o contrato por ndo ter conseguido construir a bobina
para geracao do campo eletromagnético. Diante desta necessidade foi contratado um
profissional liberal, Catarino Divino de Alcantara (Figura 55), que desenvolveu a bobina
da gaiola eletromagnética (Figura 17 D). Este equipamento foi entdo testado sem os
animais e funcionou perfeitamente. No entanto, ao ser testado com o0s animais
experimentais ndo foi obtido éxito, uma vez que os animais ndo realizaram o exercicio

almejado (similar a flexdes de braco para o ser humano).
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Figura 17 - Desenho esquematico proposto e prototipo construido

A c

Camundongo

Colete com material
eletromagnético: no dorso
e barriga.

A — Modelo esquematico do material eletromagnético no corpo do camundongo. Logo antes do
camundongo entrar na jaula eletromagnética foi colocado nele um colete com imas distribuidos em toda
sua extenséo principalmente na parte superior e inferior, como mostrado no desenho acima. B e C —
Esquema geral 1 do projeto da gaiola eletromagnética. Vista lateral da gaiola com a parte de cima
desacoplada. A gaiola foi desacoplada da parte inferior para facilitar o treinamento dos animais. a —
Gaiola; b — Gerador de campo eletromagnético; ¢ — Aparato para reduzir a “0” o atrito entre as hastes e
o suporte; d — suporte; e — Balanc¢a de precisao; f — Hastes entre a balanca e a gaiola. D — Prot6tipo da
gaiola eletromagnética construido conforme desenho esquematico.

Fonte: Préprio autor, 2011.

Em seguida foi desenvolvido o protétipo do aparato de escalada (Figura 18 A e
C) e produzido (Figura 19) em 2012 pelo prestador de servicos Kaio A. Lopes. Os
aparatos para fixagdo da carga no camundongo foram produzidos (Figura 20) pelo

autor em colaboracdo com Geni L. S. Bortolini (Figura 61).
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Figura 18 - Prototipo do aparato de escalada para exercicio resistido

CAMUNDONGO
ESCADA

APARAﬂDPAkA
ESCALADA
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A e C, Protétipo de aparato de escalada para treinamento resistido. B, Vasilhas de contencao para deixar
os camundongos durante o tempo de descanso. Os camundongos realizaram as 12 séries de exercicios
resistidos (60-80% de 1RM). Eles deveriam subir este aparato ou ficar inertes (sem descer) de 14-15
segundos e sem que a carga encostasse nos degraus da escada.

Fonte: Préprio autor, 2012.



Figura 19 - Aparato de escalada para exercicio resistido

¥

Os camundongos realizaram o exercicios resistido (60-80% of 1RM). Deveriam escalar este aparato
ou ficar inerte de 14-15 segundos sem que a carga encostasse nos degraus do aparato.
Fonte: Préprio autor, 2012.

Figura 20 - Conjunto de aparatos que permite controlar a carga do treinamento
resistido

Tem-se da esqueda para direita os seguintes aparatos: (A) Esparadrapo, que era preso a calda do
camundongo ao velcro (fémea), item "D"; (B) Bolas de chumbo, que eram utilizada como "peso",
colocando-se dentro do item "C"; (C) Tubo "falcon" de 15 mL com velcro (macho) afixado na lateral,
que foi fixado no camundongo através do item "D". Também foi usado como vasilha para colocacao
das bolas de chumbo; (D) velcro (fémea), afixado em uma haste metalica com esparadrapo.

Fonte: Préprio autor, 2012.

84
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O labirinto em cruz (Figura 21) também foi produzido por Kaio A. Lopes. Este
labirinto foi testado, mas as gravacOes realizadas nao tiveram os dados extraidos e

tratados até o presente momento.

Figura 21 - Labirinto em Cruz
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Labirinto em Cruz. A construcao do labirinto foi adaptada de Lister (1987).
Fonte: Figura - A, Proprio autor, 2011; Figura - B, Jackson (2014)

A esteira para humanos (Figura 22) que passou por adaptacdes mecanicas, pelo
prestador de servicos sr. Moacir José da Silva (Figura 57), foi adquirida em setembro
de 2011.
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Figura 22 - Esteira adaptada para camundongos (exercicio aerébico)

Os camundongos devem correr na velocidade posta aos mesmos. Eles podem receber toques delicados para
incentiva-los a correr, mas isso ndo pode ser de forma frequente. Um papel de protecdo foi colocado no acrilico
para prevenir que os camundongos passem por baixo dele durante os testes.

Fonte: Préprio autor, 2011.

A aparato em acrilico, que compreende seis gaiolas para corrida simultanea de camundongos, fori planejado pelo
autor em colaboracdo com Carlos Humberto de Oliveira (anexos Figura 54) e construido pelo autor (anexos Figura 56) no
ano de 2011.

Tomando como referéncia o desenho esquematico ja publicado (WOOD; GLYNN; MORTON, 2011) do labirinto
"nada e cruz" (Figura 23) foi construido o aparato (Figura 56) para mensuracdo da capacidade de aprendizado dos

animais experimentais.
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Figura 23 - Labirinto "nada e cruz"

A - Labirinto "nada e cruz" construido por mim baseado em (WOOD et al.,, 2011), B e C -
respectivamente, figuras esquematica e real do labirinto "nada e cruz" de Wood et al. (2011).
Fonte: Figura A - Proprio autor, 2011; Figuras - B e C, Wood et al. (2011).

4.2 Experimento 1: teste do exercicio aerdbico

Com o objetivo de padronizar os exercicios aerobicos e testar a quantidade de
10 cistos, o primeiro experimento foi executado. Camundongos (n=24) BALB/c (&)
foram divididos em quatro grupos (n=6 cada grupo), sendo dois treinamento (IEX,
infectado exercitado e NIEX, ndo infectado exercitado) e dois sedentarios (IS, infectado
sedentério e NIS, ndo infectado sedentario).

Houve uma semana de adaptacdo (da quinta a sexta semana de vida) em que
os camundongos foram colocados na esteira, sem o funcionamento da mesma. Os
camundongos iniciaram o treino aerdbico na sexta semana de vida e continuaram até a
122 semana, com frequéncia de cinco vezes por semana. A velocidade inicial foi 12
m/min sendo aumentada semanalmente em 2 m/min até 18 m/min de forma continua

por 30 minutos.
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A infeccéao foi realizada com 10 cistos de T. gondii, da cepa ME49. No 30° dia

apos a infeccédo realizou-se a eutanasia por deslocamento cervical.

Os animais terminavam o0s exercicios, mas na metade dos treinos até a
finalizacdo eles se apoiavam muito no acrilico da parte traseira das gaiolas, correndo
risco de leséo e/ou vida. Nao foi constatado diferenca na pelagem dos animais. Apenas
um camundongo morreu ao passar por debaixo do acrilico. Assim foi necessario a

fixacdo de um papel no acrilico, para prevenir futuros acidentes.

4.3 Experimento 2: teste de susceptibilidade ao T. gondii de duas linhagens de

camundongos (C57bl/6 e BALB/c) com treinamento prévio

Este experimento objetivou: verificar a susceptibilidade dos camundongos
exercitados e sedentarios frente a infec¢do por T. gondii, verificar qual modelo animal
(BALB/c ou C57BL/6) seria melhor para a realizacao dos experimentos futuros (em que
camundongos serdo previamente treinados e apds algumas semanas serdo infectados)

e testar efetivamente o aparato de treinamento resistido (Figura 18).

A infeccdo foi realizada por via oral com 10 cistos para os C57BL/6 e com 40

para os BALBI/c.

Para este experimento formulou-se as seguintes hipéteses: se os camundongos
exercitados (BALB/C ou C57BL/6) comparados com o0s sedentarios teriam menos
infeccdo no cérebro em comparacao ao T. gondii e se 0 modelo animal C57BL/6 teria
melhor modelo para a realizacdo dos experimentos de infeccdo apGs varias semanas
de treinamento, uma vez que C57BL/6 sdo classicamente mais susceptiveis ao T.
gondii que os BALB/c. Além disso também pretendia-se testar o aparato de escalada,

assim como padronizar protocolo de treinamento.

Para os exercicios resistidos o protocolo utilizado foi similar ao item 3.9.2, exceto
o fato de se realizarem 15 repeticbes. Para o exercicio aerdbico o protocolo foi similar
ao item 3.9.1, exceto que a duracdo total do treino foi de 40 minutos e que houve

aumento da velocidade de forma gradual toda semana.

No exercicio aerdbico os camundongos C57BL/6 alcancaram 20 m/min na ultima

semana de treinamento e os BALB/c chegaram a 22 m/min no mesmo periodo. Pode-
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se verificar no desenho experimental geral (Figura 24) que apresenta 0 respectivo

resumo esquematico.

Para este experimento ndo foram realizadas as analises de qPCR para
quantificacdo de carga parasitaria, pois 0 equipamento ainda ndo havia sido instalado.

A imunohistoquimica néo foi realizada.

Figura 24 - Desenho esquematico do experimento 2

TEMPO DE VIDA

g
©
14 1 =~
g Fases de adaptacéo 7 5 =18
7] ambiental e de . e
| exercicio | | | ! 30 dias apos:l
'_ ______________________________ _| '_ ______________________________ I
-2 A+2 -2 A
dias V dias
Separacao, i Eutanésia
Marcagéo, -.-Exercicio deslocamento cervical
* .
Pesagem Infeccio Coleta de tecido
*semanalmente C57BL/6 (Total, n=12) - 10 cistos de T. gondii, oral. Cérebro: % qPCR; ¥ Contagem a fresco;
BALB/c (Total, n=12) - 40 cistos de T. gondii, oral. Bago, Corag&o, Figado, Pulméo, Musculo
Grupos (para cada linhagem): 01 controle [(sedentario (quadriceps): imunohistoquimica
ndo infectado (NIS, n=4)], 02 Infectados [01 sedentario a PS): a
(IS, n=4) e 01 exercitado (IEx, n=4)

A afericdo do peso corporal dos camundongos mostrou que para 0s animais
apos a infeccdo, como esperado, houve reducdo de peso (Figura 25) para os C57BL/6
com diferencas estatisticas (P<0,05) entre os grupos nao infectado sedentéario (NIS) e
os infectados (Exercitado, IEx e Sedentério, I1S). No entanto, para os BALB/c, o grupo
infectado exercitado (IEx, n=4) teve 0 menor peso entre 0s trés grupos e nao houve
diferencas entre os grupos controle e sedentario infectados.
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Figura 25 - Peso dos camundongos C57BL/6 e BALB/c ao longo do tempo para o
experimento 2
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Pesagem ao longo do experimento dois. Pesagem iniciada na 62 semana (infec¢cdo 142 semana) até o
final. A - Diferencas (*P<0.05) foram encontradas entre o grupo controle [Sedentério ndo Infectado (NIS,
n=4)] e os infectados [Exercitado (IEx, n=4) e Sedentario (IS, n=4)]. B - Diferen¢as (*P<0.05) foram
encontradas entre o grupo infectados exercitado (IEx, n=4) versus 0s grupos controle [Sedentario ndo
Infectado (NIS, n=4)] e Infectado sedentario (IS, n=4). Os C57BL/6 receberam 10 cistos e os BALB/c 40.

N&o houve diferenca estatistica entre os sedentarios (P>0,05). Dados expressos em média + SEM.

Para a avaliagcdo de forca dos camundongos infectados exercitados (IEXx)
C57BL/6 e BALBI/c utilizando 1 RM, o dado mais expressivo foi a diminuicdo do 1 RM
para valores abaixo do inicial para os C57BL/6. Sendo que apOs a infeccdo estes
animais diminuiram significantemente o 1 RM (***P<0.0001). Nao houve avalia¢des de
forca nas semanas 7, 11 e 17 para os C57BL/6 e 7, 11, 14 e 17 para os BALBI/c.

Os camundongos BALB/c tenderam a afixar seus dentes na escada facilitando
0S exercicios, uma vez que seus dentes sao afixados na caixa craniana. A inibicdo
deste ato foi feita através do pressionamento para a retirada dos dentes, sendo
realizado este procedimento todas as vezes, até a adaptacdo dos mesmos animais.
Caso este ato fosse identificado e os camundongo havia tido vantagem nas avaliagbes

de 1 RM, o teste era desconsiderado e repetido apds um tempo minimo de 3 minutos.
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Figura 26 - Avaliacdo de uma repeticdo maxima (1 RM) de camundongos C57BL/6 e
BALB/c
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Experimento 2. Avaliagdo de for¢ca dos camundongos infectados exercitados (IEx) C57BL/6 (10 cistos) e
BALB/c (40 cistos) utilizando 1 RM. N&o houve avalia¢ges nas semanas 7, 11 e 17 para os C57BL/6 e 7,
11, 14 e 17 para os BALB/c. As diferencas, quando aplicadas estéo expressas em *P<0.05, *P<0.01 e
***P<(0.0001. O dado mais expressivo foi a diminuicdo do 1 RM para valores abaixo do inicial para os
C57BL/6. Sendo que apos a infecgdo este animais diminuiram significantemente o 1 RM (***P<0.0001).

Dados expressos em média + SEM.

Ndo foram encontradas diferencas estatisticas significantes intralinhagem
(P>0,05), no que se refere ao total de cistos de T. gondii (ME49 cepa) por hemisfério
cerebral de camundongos C57BL/6 e BALB/c comparando-se 0s grupos exercitados

(IEx) versus os sedentarios (IS). Estes dados foram semelhantes a outros de

experimento realizado posteriormente.
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Figura 27 - Contagem de cistos a fresco em cérebro de camundongos C57BL/6 versus
BALB/c
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Total of cistos de T. gondii (ME49 cepa) por hemisfério cerebral de camundognos C57BL/6 e BALBI/c,
grupos exercitados (IEx) e sedentarios (IS). Contagem a fresco realizada por dois independentes
avaliadores. Nao foram encontrados diferengas estatisticamente significantes intra linhagem (P>0,05). O
grupo IS BALB/c foi diferente estatisticamente que os grupos C57BL/6 (IEx, *P<0,050 e IS, **P<0,01). O
grupo IS C57BL/6 foi também diferente do grupo IS BALB/c (*P<0.05). Dados expressos em média +
SEM.

No que se refere a afericdo (g) da gordura visceral (gordura visceral por peso
total do camundongo), ndo houve diferencas estatisticas significantes (P>0.05) para os
BALB/c (Figura 28). Os dados dos C57BL/6 foram perdidos e por isso foram
suprimidos. Devido ao grande tempo gasto para coleta deste parametro secundario,
futuras coletas de gordura visceral ndo foram realizadas. No entanto, pode ser um fator

de pesquisas futuras, simultaneamente com exercicio e infeccédo por T. gondii.
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Figura 28 - Gordura visceral de camundongos BALB/c frente a infeccao por T. gondii
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Pesagem foi realizada no 30° onde ocorreu a eutandsia. O peso total da gordura visceral foi dividido pelo
peso total corporal realizado no dia da eutanasia. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
(P>0,05). Infectado Exercitado (IEx, n=4), Infectado Sedentério (n=4), Sedentario ndo infectado (n=3).
Dados expressos em média + SEM.

4.4 Experimento 3: susceptibilidade de camundongos BALB/c ao T. Gondii

dose-dependente de cistos

Neste experimento objetivou-se verificar a susceptibilidade dos camundongos
(BALC/c) sedentarios frente a infeccdo por T. gondii com diferentes quantidades de
cistos (50, 75 e 100). A verificacdo da dose mais adequada de cistos fez-se necessaria,
uma vez que, no 30° dia de infeccdo a contagem dos cistos a fresco resultou em

valores baixos de cistos (Figura 27).

A quantidade de homogeneizado utilizado para fazer a contagem dos cistos foi
de 20 pL, com a infeccdo com 40 cistos (experimento anterior). Sendo que a contagem
em uma lamina, com muita freqiéncia, mostrou valores proximos de zero, 0 que
poderia levar a erro nesta contagem. Baseado em Terrazas et al. (2010), esperava-se
gue a quantidade de 100 cistos fosse muito lesiva, sendo a de 50 ou de 75 cistos mais

adequada para se infectar os BALB/c para futuros experimentos.



Figura 29 - Modelo esquematico do experimento 3
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Figura 30 - Quantidade de cistos no 30° dia ap0s infeccao para o experimento 3
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Quantificacdo da carga parasitaria por contagem a fresco (ver item 3.2). Para a carga parasitaria foram

encontradas diferencas significativas (*P<0.05) entre o grupo que foi infectado com grupos 50 cistos

(n=4) e comparado com o infectado com 100 (n=4). Dados expressos em média + SEM.

Os achados mostraram que quando comparados a carga parasitaria cerebral em

camundongos C57BL/6 (experimento 2) infectados com 10 cistos (Figura 27) com o0s

animais BALB/c do experimento 3, infectados com 75 cistos (Figura 30). Além dessa

correspondéncia, encontrou-se uma possivel relacdo de dose-dependéncia entre a

guantidade de cistos na infeccdo com carga parasitaria cerebral apos 30 dias de

infeccdo, uma vez que com o aumento na quantidade de cistos de 50 para 100 na

infeccdo, houve um aumento na carga parasitaria cerebral nos camundongos (Figura

30).
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Foram identificados problemas com a pesagem dos camundongos neste

experimento sendo estes dados suprimidos.

4.5 Experimentos 4 e 5: validacédo do aparato de escalada para hipertrofia

Os experimentos 4 (C57BL/6) e 5 (BALB/c) objetivaram validar o aparato de
escalada (Figura 31) para o processo de hipertrofia. Ndo foi possivel finalizar estes
experimentos devido a contaminacdo do CBEA-UFU (Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia) com helminto
(Syphacia obvelata). Desta forma, para os proximos dois experimentos 0s animais
foram adquiridos do Biotério Central da USP (Campus Ribeirdo Preto-SP) até que o

Biotério/UFU pudesse garantir a qualidade nos procedimentos experimentais.

Figura 31 - Modelo esquemético dos experimentos 4 e 5
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6 grupos: n=67, C57BL/6; Ex. Resistido (2X/semana)
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4.6 Experimento 6: teste de susceptibilidade ao T. gondii de camundongos C57bl/6 com treinamento prévio

Este experimento objetivou verificar a susceptibilidade de camundongos exercitados e sedentarios frente a

infeccdo por T. gondii utilizando-se exclusivamente animais (C57BL/6), mais susceptivel ao parasito (Figura 22).

Este experimento contou com dois grupos a mais que o experimento 2, um foi o controle exercitado sem infec¢ao
(NIEX) e o outro foi o grupo infectado que parou de treinar dois dias antes da infec¢do (IEx). Este grupo teve o intuito de
ser o controle extra do grupo infectado que fez o exercicio durante todo o experimento (IEx+30). Anteriormente

denominado IEX, para este experimento assim como no préximo o sera denominado de IEx+30.

Figura 32 - Experimentos 6. Desenho esquematico do experimento
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Figura 33 - Peso dos camundongos C57BL/6 ao longo do tempo para o experimento 6
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Pesagem ao longo do experimento seis. Pesagem iniciada na 6 semana (infeccdo 12,52 semana) até o
final. Nao houve diferenca estatistica (P>0,05) entre os grupos controle [Sedentério ndo Infectado (NIS,
n=6); Exercitado ndo infectado (NIS, n=6)] e os infectados [Exercitado (IEx, n=6); Exercitado mais trinta
dias (IEx+30, n=6); e Sedentario (IS, n=6)]. Dados expressos em média + SEM.

N&o houve diferenca estatistica (P>0,05) no peso dos camundongos em nenhum

tempo avaliado.

As avaliacbes de carga maxima (1 RM) foram realizadas (Figura 34) e seus

resultados apontaram para a confirmacéo da validacdo do aparato para ganho de forca.



Figura 34 - Avaliacao de forga de camundongos C57BL/6 ao longo do tempo para o experimento 6
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Experimento 6. Avaliagbes de forca dos camundongos Exercitados [infectados (IEx, n=6), infectados exercitado por mais 30 dias apds a

infeccéo (IEx+30, n=6) e ndo infectados (NIEx, n=6)]. Durante todo o experimento foram realizada somente 7 avaliacdes, sendo a 52 logo antes

da infeccéo e a Ultima (7%) na semana da eutanasia. Todas as avaligfes entre todas as semanas, exceto 52 para 62, tiveram diferencas

significativas (***P<0.0001 ou *P<0.05) intragrupo. Nenhuma diferenc¢a estatistica significante (P> 0,05) foi encontrada intergrupos (NIS, IEx ou

IEx+30) . Mesmo apds a infeccao (avaliagdo 5) houve ganho de forga entre os grupos. Dados expressos em média + SEM.
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Figura 35 - indice ELISA de Imunoglobulinas anti-T. gondii para o experimento 6
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Experimento 6. Teste de soroconversado (ELISA) 30 dias apés a infeccao de diferentes imunoglobulinas
(IgGotans 19G2a IgM e 1gG1). Grupos: Controle [Sedentario ndo infectado (NIS, n=6) e Exercitado nao
infectado (NIEx, n=6)] e grupos infectados [Sedentério (IS, n=6) e Exercitado (IEx, n=6) e Exercitado
mais 30 dias de treino (IEx+30, n=6)]; O Cutoff foi considerado ser 1,2 (indice ELISA). Ndo houve

diferenca significativa para nenhum grupo (P>0,05). Dados séo expressos em média + SEM.

N&o houve soroconversao (IgGia) para os animais neste experimento (Figura
35). No entanto, quando a quantificacdo da carga parasitaria individual foi realizada por
gPCR (Figura 36 - B), todos os animais apresentavam cistos cerebrais, demonstrando
a eficacia da infeccdo. Nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre os grupos

exercitados (IEx e IEx+30) e o sedentarios [(I1S) (Figura 36 - A)].

Figura 36 - Quantificacdo de DNA de T. gondii para o experimento 6
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Experimento 6. Total de T. gondii (ME49 stain), em ng de DNA, por cérebro de C57BL/6. A - Nenhuma
diferenca estatisitica foi encontrada (P>0.05) entre os grupos, infectado sedentério (IS, n=6), infectado
exercitado (IEx, n=6) e infectado exercitado mais 30 dias (IEx+30, n=6). B- Todos o0s animais infectados
apresentaram positividade para T. gondii. Animais ndo infectados, foram utilizados como controles

negativos. Dados sdo representados em média + SEM.

As outras analises que estavam previstas ndo foram realizadas, uma vez que

nao houve soroconversao classica (ELISA) satisfatoria.
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4.7 Experimento 8: teste de susceptibilidade de camundongos C57bl/6, com
treinamento prévio, ao T. gondii utilizando diferentes quantidades de cistos
(5, 10 e 15)

Este experimento (Figura 37) objetivou mimetizar o experimento 7, sendo
acrescentadas diferentes dosagens de cistos, conforme discutido também para o
experimento 3 realizado com BALB/c. As concentragdes de cistos T. gondii utilizadas

para infeccdo foram de 5, 10 e 15 cistos.



Figura 37 - Experimentos 8: modelo esquematico
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Figura 38 - Peso dos camundongos C57BL/6 ao longo do tempo para o experimento 8
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Pesagem ao longo do experimento seis. Pesagem iniciada na 62 semana (infeccdo 12,52 semana) até o final. Ndo houve diferenca estatistica
(P>0,05) entre os grupos 02 controle [Sedentario ndo Infectado (NIS, n=4); Exercitado ndo infectado (NIS, n=4)] e os nove infectados [Sedentario
(IS5, 1IS10 e 1S15, n=6 cada), Exercitado (IEx5, IEx10 e IEx15, n=6 cada); Exercitado mais trinta dias (IEx5+30, IEx10+30 e IEx15+30, n=6 cada)].

Dados expressos em média + SEM.

Referente ao peso (Figura 38) ndo houve diferenca estatistica (P>0.05) entre todos os grupos para nenhuma
semana deste experimento. Exceto na 92 semana para o grupo IEx15 que foi devido a falta de agua para estes animais
no dia prévio a afericdo, sendo a falta reestabelecida na 102 semana.
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Figura 39 - Avaliagéo de for¢ca de camundongos C57BL/6 ao longo do tempo para o
experimento 8
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Experimento 8. Avaliagbes de forca de todos os camundongos exercitados: controle [Exercitado n&o
infectado (NIS, n=4)] e os seis infectados [Exercitado (IEx5, IEx10 e IEx15, n=6 cada); Exercitado mais
trinta dias (IEx5+30, IEx10+30 e IEx15+30, n=6 cada)]. Dados expressos em média + SEM. Durante todo
o experimento foram realizadas 9 avaliagdes, sendo a 5% semana logo antes da infec¢do e a ultima (92)
na semana da eutanasia. Camundongos foram infectados com 12,5 semanas de idade com 5, 10 e 15
cistos, conforme indicado nos grupos. Todas as avaliagBes entre todas as semanas, exceto 42 para 52 e
62 para 72, tiveram diferencas significativa (***P<0.0001 ou **P<0.01). Mesmo apés a infec¢éo (avaliacdo

5) houve ganho de forga entre os grupos. Dados expressos em média + SEM.
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Figura 40 - Avaliagédo de forca de camundongos C57BL/6 em seus respectivos grupos
ao longo do tempo para o experimento 8
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Experimento 8. Avalia¢cbes de forca dos camundongos (C57BL6) exercitados: controle [Exercitado ndo
infectado (NIS, n=4)] e os seis infectados [Exercitado (IEx5, IEx10 e IEx15, n=6 cada); Exercitado mais
trinta dias (IEx5+30, IEx10+30 e IEx15+30, n=6 cada)]. Camundongos foram infectados com 12,5
semanas de idade com 5, 10 e 15 cistos. Dados expressos em média £+ SEM. Durante todo o
experimento foram realizada 9 avaliagdes, sendo a 52 logo antes da infec¢édo e a Ultima (9%) na semana
da eutanasia. Em todos os grupos houve ganho de forca expressivo entre a primeira avaliagdo e a nona
(***P<0.0001). Dados expressos em média + SEM.

hY

Em relacdo a avaliagdo de 1RM (Figura 39 e Figura 40) pode-se identificar

ganho de forga aos animais com o passar do tempo.
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Figura 41 - indice ELISA de Imunoglobulina-G total anti-T. gondii para o
experimento 8
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Experimento 8. Teste de soroconversao (ELISA) 30 dias apds a infeccao - IgGyy. Grupos: 02
controle [Sedentario ndo Infectado (NIS, n=4); Exercitado ndo infectado (NIS, n=4)] e 0os nove
infectados [Sedentario (IS5, IS10 e I1S15, n=6 cada), Exercitado (IEx5, IEx10 e IEx15, n=6 cada);
Exercitado mais trinta dias (IEx5+30, IEx10+30 e IEx15+30, n=6 cada)]; O Cutoff foi considerado ser
1,2 (indice ELISA). Ndo houve diferenca significativa para nenhum grupo (P>0,05). Dados s&o

expressos em média + SEM.
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Figura 42 - indice ELISA de Imunoglobulina-G,, anti-T. gondii para o experimento 8
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Experimento 8. Teste de soroconversdo (ELISA) 30 dias apds a infecgdo - 1gG,,. Grupos: 02 controle
[Sedentario ndo Infectado (NIS, n=4); Exercitado ndo infectado (NIS, n=4)] e os nove infectados
[Sedentério (IS5, IS10 e IS15, n=6 cada), Exercitado (IEx5, IEx10 e IEx15, n=6 cada); Exercitado mais
trinta dias (IEx5+30, IEx10+30 e IEx15+30, n=6 cada)]; O Cutoff foi considerado ser 1,2 (indice ELISA).

N&o houve diferenca significativa para nenhum grupo (P>0,05). Dados s&o expressos em média + SEM.
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Figura 43 - indice ELISA de Imunoglobulina-M anti-T. gondii para o experimento 8
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Experimento 8. Teste de soroconversao (ELISA) 30 dias apds a infec¢do - IgM. Grupos: 02 controle

[Sedentario ndo Infectado (NIS, n=4); Exercitado ndo infectado (NIS, n=4)] e os nove infectados
[Sedentério (IS5, IS10 e IS15, n=6 cada), Exercitado (IEx5, IEx10 e IEx15, n=6 cada); Exercitado mais
trinta dias (IEx5+30, IEx10+30 e IEx15+30, n=6 cada)]; O Cutoff foi considerado ser 1,2 (indice ELISA).

N&o houve diferenca significativa para nenhum grupo (P>0,05). Dados séo expressos em média + SEM.
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Figura 44 - indice ELISA de Imunoglobulina-G; anti-T. gondii para o experimento 8
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Experimento 8. Teste de soroconversé@o (ELISA) 30 dias apds a infeccao - IgG1l. Grupos: 02 controle

[Sedentario ndo Infectado (NIS, n=4); Exercitado ndo infectado (NIS, n=4)] e os nove infectados
[Sedentério (IS5, IS10 e IS15, n=6 cada), Exercitado (IEx5, IEx10 e IEx15, n=6 cada); Exercitado mais
trinta dias (IEx5+30, IEx10+30 e IEx15+30, n=6 cada)]; O Cutoff foi considerado ser 1,2 (indice ELISA).

N&o houve diferenca significativa para nenhum grupo (P>0,05). Dados sé@o expressos em média + SEM.
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No que se refere a soroconversdo (Figura 41 e Figura 44), assim como no
experimento 6 (Figura 32), os animais nao tiveram unanimidade na soroconversao

classica de pelo menos IgGiotal € 19G24 (Figura 41 e Figura 44, Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacdo da quantidade de animais soroconvertidos para diferentes
imunoglobulinas (1gGiotal, 19G2a, IgM e 1gG;) para 0s experimentos 6 e 8

Experimentos

Igs Cistos 5 5 10 15

S El E2 S El E2 S E1l E2 S El E2
19 Giotal 0 0 3 0 0 1 2 0 0 2 2 1
19G2a 0 2 3 0 2 0 2 0 0 2 0 1
IgM 1 1 1 1 1 0 2 0 0 1 0 1
19G; 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1

. _________________________________________________________________________________________________________________________________|
Todos os animais dos grupos relacionados acima foram infectados com T. gondii, mas houve pouca

taxa de soroconvercdo. Grupos: S, Sedetério Infectados (IS); E1, Exercitado Infectado (IEx); E2

(Exercitado Infectado que continuou treinando por mais 30 dias).



111

4.8 Experimentos finais: resultados

Os resultados aqui apresentados sdo de conjuntos de experimentos chaves

considerados elementos fundamentais ao experimento geral.

Para o primeiro conjunto de experimentos os camundongos foram infectados
quatro semanas apoOs o inicio do programa de treinamento de exercicios (corrida e
resistido). Este experimento apresentou os mesmos objetivos dos experimentos 02, 06
e 08.

Para o segundo conjunto de experimentos os camundongos foram infectados
antes do inicio do programa de treinamento de exercicios (corrida e resistido) e foram

acompanhados para realizacdo de uma curva de sobrevivéncia.
4.8.1 Primeiro conjunto de experimentos

Todas as analises foram realizadas em animais soroconvertidos para T. gondii
(Figura 45 B-D; e Figura 49 B-E, exceto IgM para o primeiro conjunto de experimentos).
Exceto para dois camundongos do grupo IS e um do grupo IEx que foram retirados do
experimento, por ndo apresentaram soroconversao (ELISA) para T. gondii e nem carga
parasitaria (QPCR ou Imunohistoquimica). Além disso, um camundongo do grupo IEXx
ndo teve seus tecidos analisados, pois veio a 6bito dois dias antes da eutanésia (Figura
45 A).



Figura 45 - Primeiro conjunto de

112

experimentos: desenho esquematico do experimento e

soroconversao.
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Primeiro conjunto de experimentos: (A) Esquema ao longo do tempo; (B, C e D) Teste (ELISA) de

soroconversdo 30 dias apOs a infeccdo. Todos os grupos foram testados previamente a infecgéo.

Grupos: um grupo controle sedentdio ndo infectado (NIS=4), dois grupos infectados [sedentério (IS, n=4)

e um exercitado (IEx, n=4)]. O Cutoff foi considerado ser 1.2 (indice ELISA). Dados expressos em média

+ SE

M. **P<0.001.

Todos os animais utilizados nas analises tiveram suas soroconversfes para o T.

gondii confirmadas (Figura 45 B). Neste experimento nao foi avaliado IgM.
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Neste primeiro conjunto de experimento foram realizadas as analises de carga
parasitaria por dois métodos, imunohistoquimica (Figura 46 A-C) e gPCR (Figura 46 D).
Nenhuma diferenca significante (p>0,05) foi encontrada entre os grupos IS e IEx para
ambos os métodos de analises.

Um animal do grupo IS mostrou uma carga parasitaria muito baixa para a
guantificacdo de DNA gendmico de T. gondii (3x menos comparado com a segunda
amostra de menor valor). Resultado evidenciado na imunohistoquimica que apresentou
o menor valor de todos os resultados (50% menos comparada com a média do grupo)

para contagem cerebral de cistos e parasitos livres.

Figura 46 - Primeiro conjunto de experimentos: avaliacdo da carga parasitaria
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Primeiro conjunto de experimentos: (A) Total de parasitos por hemisfério cerebral. O nimero de cistos
detectados por imunohistoquimica no cérebro (metade do cérebro) de camundongos C57BL/6 infectados
com T. gondii em dois grupos: grupos sedentario infectados (IS, n=4) e grupo exercitado infectado (IEx,
n=4). Nenhuma diferenca significante foi encontrada P>0,05. Todos os valores foram anotados por dois
inspetores diferentes. (B e C) Imagens de 40 x e 100 x de aumento respectivamente. (D) - Quantificacao
de DNA (ng) de T. gondii de grupos sedentarios infectados (IS, n=4) e grupos infectados exercitados

(IEx, n=4). Nenhuma diferenca significante foi encontrada P>0,05. Dados expressos em média + SEM.

A producéo de IFN-y e IL-10 (Figura 47 A e B) de esplendcitos dos trés grupos
de camundongos (NIS, IS e IEx; Figura 45 A) do primeiro conjunto de experimentos,
mostrou que para IL-10 houve diferenca estatisticas (P<0,001) somente para o LPS

(grupos NIS x IS e IEx x IS). J& para o IFN-y houve diferencas estatisticas (P<0.001)
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entre todos os estimulos e grupos, exceto para o estimulo controle negativo (RPMI).

Para o LPS (controle positivo da reacao), o grupo controle (NIS) mostrou alta producéo

Figura 47 - Primeiro conjunto de experimentos: Estimulos in vitro de esplendcitos e perfil de
IFN-y e IL-10 e sua razdo
de IFN-y, seguido pelo grupo IEx e em seguida o IS. Para as diferentes concentracdes

de STAg (50, 25 e 10 pg/ml) o grupo IEx teve a maior producao de IFN-y, sendo que o
grupo controle (NIS), como esperado, mostrou producéo irrisoria de IFN-y. Uma vez
gue nao houve diferenca para a STAg de IL-10, a razéo entre IFN-y/IL-10 (Figura 47 C)

mostrou-se maior para o grupo IEx quando estimulado por STAg.

As mensuracdes de peso e de temperatura (Figura 48 - A e B) dos animais do
primeiro conjunto de experimentos ndo mostraram diferencas significativas (P>0.05) até
a infeccdo. Apos o procedimento de infeccdo para o peso foram identificdas diferencas
entre o controle (NIS) comparado com os grupos infectados (IS e IEX), e a partir do dia
23 apoés a infeccdo também foram encontradas diferencas (P<0.05) entre 0s grupos
infectados, tendo a menor média o grupo IEx (Figura 48 A). Mesmo ap0s a infec¢ao,
ndo foram encontradas diferencas significantes (P>0,05) para a mensuracdo de

temperatura.
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Primeiro conjunto de experimentos. Producdo de IFN-y e IL-10 por esplendcitos de trés grupos de

camundongos. Esplendcitos de trés grupos [grupo controles, sedentario ndo infectado (NIS, n=4) grupo

sedentario infectado (IS, n=4) e grupo exercitado infectado (n=4)] foram testados com varios estimulos:

lipopolyssacarideo bacteriano (LPS; 1 ug/ml), antigeno soltvel de taquizoito de T. gondii (STAg; em trés

dosagens 50, 25 e 10 pg/ml). Valores estdo indicados como médiatSEM. ***P<0.0001. (C) A razéo de

IFN-y/IL-10 dos estimulos é também mostrado (Os esplendcitos foram pegaos de um pool de animais).
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Figura 48 - Primeiro conjunto de experimentos: mensuracao de peso e temperatura de
camundongos C57BL/6 ao longo do tempo
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Primeiro conjunto de experimentos. Ambas mensuracfes foram realizadas com trés grupos [grupo
controles, sedentario ndo infectado (NIS, n=4) grupo sedentario infectado (IS, n=4) e grupo exercitado
infectado (n=4)]. (A) No que tange ao peso, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) até a infeccéo.
ApOs esta, houve diferengas estatisiticas entre os grupos controle e infectados, e apés o dia 23 (apOs
infeccao) houve diferencas entre os grupos infectados também (P<0,05). (B) Nao houve diferencas
significativa no que diz respeito a mensuracdo da temperatura (P>0,05). Camundongos foram infectados
com 8 semanas de idade com 10 cystos. Dados expressos em média + SEM.

4.8.2 Segundo conjunto de experimentos

Para este segundo conjunto de experimentos (Figura 49) a infeccao (5 cistos)
ocorreu antes do inicio do treinamento fisico.
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Figura 49 - Segundo conjunto de experimentos: desenho esquematico do experimento e soroconversao
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Segundo conjunto de experimentos. (A) Desenho esquematico ao longo da vida. (B-E) Teste (ELISA) de soroconversdo 30 dias apos a

infeccéo (5 cistos). Total de quatro grupos: dois grupos controles [(Sedentario (NIS, n=6) e Exercitado (NIEx, n=60] e dois grupos infectados
[Sedentérios (IS, n=7) e Exercitado (n=6)]. O Cutoff foi considerado ser 1.2 (indice ELISA). Dados expressos em média + SEM. ***P<0.001.
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No que diz respeito as taxas de sobrevivéncia (Figura 50) dos animais deste
segundo conjunto de experimentos, foi encontrada uma diferenca estatistica

significativa (P<0,05) entre os grupos infectados (IEx e IS).

O grupo exercitado (IEx) teve uma média de vida mais longa que o grupo
sedentario (IS). O primeiro animal do grupo sedentario morreu 60 dias apos a infeccao
(dia 132), e antes do primeiro animal do grupo exercitado morrer (dia 143), outro animal
do grupo sedentario morreu 67 apos (dia 139). O segundo animal exercitado morreu no
dia 169, mas antes dele quatro outros animais do grupo sedentario haviam morrido
(dias 146, 156, 167 e 167, respectivamente). No dia 169 havia somente um
camundongo do grupo sedentario, ou seja, este conjunto de experimentos atingiu o

objetivo e os camundongos foram eutanasiados.

Figura 50 — Segundo conjunto de experimento: curva de sobrevivéncia de
camundongos C57BL/6 exercitados versus sedentarios, infectados e néo infectados
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Segundo conjunto de experimentos. Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BL/6
infectados com 6 semanas de idade com 5 cistos de T. gondii. Total de quatro grupos: dois
grupos controles [(sedentario (NIS, n=6) e exercitado (NIEx, n=60] e dois grupos infectados
[sedentérios (IS, n=7) e exercitado (n=6)].0s animais infectados exercitados sobreviveram mais

tempo que os sedentérios (*p< 0.05, Kaplan-Meier com Log-rank test).
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O dnico camundongo sedentario que finalizou o experimento apresentou sinais
de recuperacdo, uma vez que estava com 16,6 g e ao final estava com 18,4 g, peso

muito semelhante ao de quatro semanas anteriores (18,9 g, 122 semana; Figura 50).

Entre os quatro animais exercitados infectados, dois estavam pesando por volta
de 16g e um estava acima de 17g. O quarto camundongo alcancou 19,4 g (3% semana
ap6s a infeccdo ou 92 semana Figura 51) e apresentou variagcbes durante o
experimento, mas ao final ele apresentou peso estavel (x22 g). Estes dois ultimos
camundongos realizaram tanto a corrida como o exercicio resistido regularmente. Os
outros ndo puderam correr ou realizar exercicios resistidos de forma completa pelo

menos 10 dias antes da morte.

Foram encontradas diferencas significantes de peso (Figura 51, P<0,05) entre os
grupos infectados (IEx e 1S) comparados com os controles (NIEx e NIS), mas néo

foram encontradas diferencas intragrupos (IEx x IS ou IEx x IS, P>0,05).

Figura 51 - Segundo conjunto de experimento: peso dos camundongos C57BL/6 ao longo do
tempo
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Segundo conjunto de experimentos. Pesagem realizada a partir da 62 (tempo anotes da infeccéo)
semana até o final. Diferengas (*P<0,05) foram encontradas entre os grupos infectados [IEx, (n=6) x IS,
(n=7)] e nédo infectados [NIEX, (n=6) x NIS, (n=6)], mas ndo houve diferencas entre os grupos de mesmo
tratamento de infec¢@o (P>0.05). Dados expressos em média + SEM.
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4.9 Resultados das avaliacdes de 1-RM dos dois conjuntos de experimentos

O teste de uma repeticdo maxima (1-RM) foi realizado em ambos os conjuntos
de experimentos (Figura 52 e Figura 53). Na avaliacdo de for¢a do primeiro conjunto de
experimentos (Figura 52) existe um aumento significativo até a infeccdo e depois desta
h&d uma queda expressiva na producéo de forca maxima (**P<0,01 para n°3 x n°4*** e
P<0,0001).

Figura 52 - Segundo conjunto de experimentos: avaliagdo de forca de camundongos C57BL/6
ao longo do tempo
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Primeiro conjunto de experimentos. Avaliacao de for¢a utilizando uma repeticdo méaxima (1 RM) do grupo
infectado exercitado (IEx, n=4). A avaliagdo n° 3 (dois dias antes da infeccdo) foi estatisticamente
diferente (***P<0,0001; n°® 3 x n°4, **P<0,01) das avaliagBes, exceto para o n.° 2. Camundongos foram
infectados com 8 semanas de idade com 10 cistos. Outras diferengas foram também mostrados no
grafico (*P<0.05 and **P<0.01).

Ja para o segundo conjunto de experimentos, uma vez que a infeccdo foi
realizada antes do inicio do exercicio, 0os grupos ja eram diferentes (Figura 53) no inicio
(*P<0,05) e acentuaram significantemente esta diferenga com o passar do tempo
(***P<0,0001).
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Figura 53 - Segundo conjunto de experimentos: avaliacdo de forca de camundongos C57BL/6
ao longo do tempo
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Segundo conjunto de experimentos. Avaliacdo de forca utilizando uma repeticdo méxima (1 RM) de
camundongos do grupo controle (NIEx, n=6) e do grupo infectado (IEx, n=6). Em todos os pontos o
grupo NIEx teve médias maiores comparada com IEx (*P<0,05 para 1; **P<0,01 para 2; ***P<0,0001
para 3 e 4). Diferencas estatisticas intragrupo (NIEx) entre a avalicdo n°1 e 4 foram encontradas
(*P<0,05). Foi encontrado também diferencas estatisticas entre a quarta avaliagdo do grupo IEx

comparado com o primeira (***P<0,0001) e a segunda (**P<0,01) avaliacdo do mesmo grupo.
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5 DISCUSSAO

Exercicio fisico regular moderado tornou-se um fator muito importante no que diz
respeito & qualidade de vida para as pessoas nos séculos 20 e 21. A (WHO, 2010)
listou suas recomendacdes de exercicios fisicos para todas as faixas etarias, sendo 0s
exercicios aerobicos e resistidos recomendados para todos adultos acima de 18 anos
de idade. Dentre todas as adaptacbes a mais importante que a atividade fisica nos
proporciona é os beneficios imunolégicos (WALSH et al., 2011a; WALSH et al., 2011b)
portanto o estudo da imunologia do exercicio tem se tornado essencial (SHEPHARD,
2010; BORTOLINI et al., 2013).

Muitos estudos objetivaram verificar a influéncia do exercicio fisico no sistema
imunolégico (WALSH et al., 2011a; WALSH et al., 2011b). Alguns deles pesquisaram
exercicios fisicos aerdbicos versus parasitos (CHAO et al., 1992; SCHEBELESKI-
SOARES et al., 2009; TERRA et al.,, 2013; MOREIRA et al., 2014), mas até o
momento, nenhum estudo pesquisou a infec¢cdo por T. gondii versus o treinamento de
exercicios fisicos resistidos e aerdbicos juntos. Apesar deste parasito ser o mais
ubiquitario do mundo e estes dois tipos de exercicios recomendados por importantes

instituicbes para se alcancar uma boa qualidade de vida.

Em relacdo ao experimento 1 (item 4.2) pode-se ponderar que a infeccdo com
10 cistos para os camundongos da linhagem BALB/C foi insuficiente para causar
infeccdo aparente, uma vez que foram encontradas quantidades baixas (menores que
50 cistos/mL, de macerado de cérebro de cinco camundongos, proximo a uma
concentracdo de 0 em 20uL de suspensdo) de cistos nos grupos infectados. Assim
como, apos testar o treinamento aerdbico continuo, ao inicio do experimento, e
intervalado foi possivel identificar a necessidade de serem utilizados para auxiliar na
prevencdo de treinos exaustivos. O intervalo foi de um minuto ao final do experimento.
Além disso, apesar dos camundongos BALB/c terem alcancado uma velocidade final
maior que os C57BL/6, eles ndo terminavam 0s exercicio exaustos como os C57BL/6,

dado que corrobora com os de Lerman e colaboradores (2002).
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Com os achados neste experimento inicial, pode-se inferir que em experimentos
futuros as velocidades empregadas na esteira para os camundongos BALB/c devam

ser maiores.

Em relagdo ao experimento 2, primeiro a testar a susceptibilidade de
camundongos previamente treinados ao T. gondii, pode-se inferir que os camundongos
BALB/c desenvolvem com maior facilidade tanto os exercicios aerobicos quanto os
resistidos quando comparados aos C57BL/6. Este achado pode estar relacionado a
severidade da infecgédo, uma vez que, as quantidades de cistos foram menores para 0s
BALB/c, menos susceptiveis, quando comparados aos C57BL/6, mais susceptiveis,
(Figura 27). Outros dados pertinentes referem-se as baixas quantidade de cistos
cerebrais encontrados nos camundongos BALB/c, mesmo ap6s uma infeccdo com
guatro vezes mais cistos (40 cistos) que a quantidade de cistos utilizadas para infectar
os C57BL/6 (10 cistos). Com este achado, a quantidade de cistos para esta linhagem
(BALB/c) correspondente aos 10 cistos utilizados para infeccdo dos C57BL/6 foi
posteriormente investigado (Experimento 3). Esta investigagdo mostrou que a
quantidade préxima ao correspondente, foi de 75 cistos (Figura 30).

Além disso, este experimento sugere que a quantidade de cistos seja dose
dependente, uma vez que com o aumento de cistos na infeccédo (50, 75 e 100 cistos)
houve maior carga parasitaria cerebral encontrada (Figura 30). Estes achados estédo
em concordancia com Terrazas et al. (2010) que compararam a infeccéo feita com 40
cistos a realizada com 100 cistos de T. gondii também com a cepa ME49 utilizando-se
camundongos BALB/c. Esses autores concluiram que 100 cistos poderiam gerar uma

infecgdo severa e levar os BALB/c a sucumbirem mais.

No experimento 2 quantidades menores de cistos (cinco cistos) foram utilizadas
com o intuito de diminuir a velocidade da evolucdo da severidade da doenca e assim,
prolongar a vida dos animais para que fosse possivel verificar a sobrevivéncia ao longo
do tempo de animais sedentarios e exercitados. Outro dado relevante do experimento 2
foi o achado de que com a infeccéo houve reducao de peso (Figura 25) para ambos 0s
grupos (IEx e IS) dos C57BL/6 infectados, no entanto, para os BALB/c, o grupo

infectado exercitado (IEx, n=4) teve o menor peso entre os grupos e diferente do
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resultado dos C57BL/6, ndo encontrando-se diferencas significantes (P>0,05) entre os

grupos controle e sedentario infectados.

Concomitante a afericdo do peso, foi encontrada diminuigdo expressiva da carga
maxima (Figura 25) para os C57BL/6. Nao foi verificada esta queda de rendimento para
os camundongos BALB/c. Possivelmente porque estes camundongos foram infectados
proporcionalmente com menos cistos que os C57BL/6. Esta diferenca de resultados
entre os pesos dos C57BL/6 e BALB/c aliado aos resultados da diminuicdo de
rendimento dos C57BL/6, mas ndo aos dos BALB/c, justificam a realizagcdo dos
experimentos 6 e 8 com os camundongos C57BL/6, que tiveram diferentes quantidades
de cistos testadas frente ao treinamento prévio. Além disso, especula-se que a
guantidade de cistos esteja ligada ao menor rendimento durante o exercicio dos
C57BL/6. Sugere-se que futuros experimentos utilizem camundongos BALB/c e os
infectem com diferentes quantidades de cistos, principalmente proporcionais aos 10

cistos utilizados para infectar os C57BL/6.

Em relacdo ao experimento 6 (Figura 32) nao foi encontrado, entre 0s grupos,
diferencas estatisticas significantes nem para o peso (

Figura 33) e nem para as avaliacdes de 1 RM (Figura 34). Estes dados de 1RM
confirmaram mais uma vez que animais C57BL/6 tém ganhos expressivos de for¢ca com
o treinamento. Estes dados aliados ao de que todos os animais tiveram carga
parasitaria por gPCR, sugere que a quantidade de cistos utilizadas (cinco cistos) para
os C57BL/6 possa ser correspondente com a quantidade cistos (40 cistos) para o0s
BALB/c do experimento 2 (Figura 27). No entanto, como os métodos de quantificacao
sdo diferentes, futuros experimentos devem ser realizados para confirmarem esta

possibilidade.

Em relacdo a soroconversdo dos animais nos experimentos desenhados para
avaliar a susceptibilidade ao T. gondii dos C57BL/6 infectados com cinco ou mais
cistos, pode-se observar que as taxas de positividade foram baixas (Tabela 1). Dados
de gPCR (item 4.6) deste primeiro experimento citado sobre a susceptibilidade ao T.
gondii de C57BL/6, demonstraram que todos os animais foram infectados (Figura 36).

Desta forma especula-se que talvez a quantidade de cistos em idades maiores que a
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de seis a oito semanas deva ter também uma relacéo de dose-dependéncia com a taxa
de soroconversao. A este respeito, Bach e colaboradores (2013) comprovaram que
exercicios regulares prévios agiram como adjuvantes na producdo de anticorpos
especificos por seres humanos que haviam sido vacinados. Uma outra explicacao,
poderia ser o método (ELISA) utilizado para realizar identificacdo das imunoglobulinas
como ja foi inferido por outros trabalhos (SNAPPER; PAUL, 1987; BONENFANT et al.,
2001). O método de ELISA demonstrou uma excelente correlacdo de 100% com o de
gPCR (e.g.: primeiro experimento principal de conjunto de experimentos). Embora haja
evidéncias da maior sensibilidade do gPCR comparado com o método de ELISA na
fase (NGUYEN et al., 1996; HAFID et al., 2001) néo se tem evidenciais em modelos
animais da discordancia entre os dois métodos (QPCR e ELISA) no que se refere a
infeccao crénica por T. gondii (NGUYEN et al., 1996).

Em relacdo aos achados dos conjuntos finais de experimentos as relacfes
musculares e imunoldgicas relacionadas aos exercicios fisicos séo vitais. O muasculo
esquelético tem sido visto como um 6rgdo endocrino que produz quantidades
significantes de citocinas durante o exercicio (aerdbico e/ou resistido) e.g.: IL-6
(STEENSBERG et al., 2000). Dentre eles, IL-15 pode ser produzida pelo musculo in
vitro (GRABSTEIN et al., 1994) e in vivo, em humanos logo apds exercicio resistido
(NIELSEN et al., 2007), seguido por IL-7 (HAUGEN et al., 2010).

Sabe-se que a IL-7 desenvolve um importante papel no fornecimento de sinais
para a sobrevivéncia de células naive e T CD8" de memoria e sobre a IL-15 (MA;
KOKA; BURKETT, 2006). Além disso, acredita-se que ela seja crucial para direcionar a
proliferacdo basal das células T CD8" de memdria (MA et al., 2006). Bhadra e
colaboradores (2010) encontraram que a IL-7 e IL-15 sdo extremamente importantes
para o desenvolvimento da resposta imunoldgica protetora de células CD8" T contra o
T. gondii. Borger e colaboradores (1996) mostraram in vitro que, adicionando-se IL-7
em células T humanas a expressdo de IFN-y é regulada para cima de forma dose-
dependente. Células T CD8" T e IFN-y sdo efetores essenciais na mediacdo da
resisténcia para infeccdo aguda e crbnica de T. gondii (GAZZINELLI et al., 1991;

GAZZINELLI et al., 1992). Bhadra e colaboradores (2010) também sugeriram que seus
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achados eram implicacbes importantes no entendimento do uso de IL-7 e IL-15 como
adjuvantes para o regime de vacinacao terapéutica contra patdégenos intracelulares. E
que as células T CD8" constituem um componente essencial da imunidade protetora
(BHADRA et al., (2010).

Recentemente estudos sobre o exercicio fisico regular tem comprovado ser este
um adjuvante na vacinacdo em humanos (BACHI et al., 2013). Além disso, ele pode
atenuar o processo de envelhecimento e prolongar o tempo de vida (HANDSCHIN;
SPIEGELMAN, 2008).

Para Romeo e colaboradores (2010) enquanto o envelhecimento e habitos
sedentarios podem potencializar o risco de infeccdo, através do aumento da
imunodepressdo, o0 exercicio fisico moderado e regular age combatendo a
imunodepressdo e diminuindo os riscos de infecgdo. Considerando estes dados,
embora ndo tenham sido analisadas as concentracdes de IL-7 e IL-15 ou as de células
T CD8", foram apresentados dados relevantes quanto a uma maior ativacdo de células
esplenociticas de animais exercitados versus sedentarios (Figura 47 - A e B), através
da maior producdo de IFN-y e uma inalteracdo dos niveis de IL-10, culminando em
maiores razdes de IFN-y/IL-10. Além disso, mostrou-se também o aumento do tempo
de vida (Figura 50) de camundongos infectados exercitados em comparacdo aos
infectados sedentérios, outro resultado muito sélido. Estes resultados podem estar
relacionados ndo s6 com a manutencdo da capacidade aerdébica dos camundongos,
mas também com a manutencao ou aumento de forca dos mesmos, uma vez que IL-7
(HAUGEN et al., 2010) e principalmente IL-15 (GRABSTEIN et al., 1994) sdo muito
expressas pelo musculo esquelético em resposta a estimulos de forca, e a producao de
IFN-y por esplendcitos é importante para a severidade da infecgcdo por T. gondii
(GAZZINELLI et al., 1991; GAZZINELLI et al., 1992). Para que seja possivel conformar
esta proposta, estudos futuros voltados exclusivamente ao exercicio resistido poderao
produzir resultados relevantes quanto ao grau de importancia efetiva que este tipo de
exercicio apresenta na severidade da infeccdo de T. gondii, e assim, podera ser
possivel indicar o exercicio resistido como terapia para pessoas imunocomprometidas,

como pacientes HIV/AIDS e T. gondii positivas.
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No segundo conjunto de experimentos (Figura 49), uma vez que restou somente
um camundongo sedentario vivo, ndo se realizou a quantificacdo de DNA genémico de
T. gondii por gPCR. Possivelmente, em camundongos senis, poderia ser possivel
encontrar menos DNA no cérebro de T. gondii em animais exercitados comparados
com os sedentarios, mas para realizar estas andlises com o numero de animais
necessarios, a eutanasia deveria ter ocorrido imediatamente antes do inicio da morte

dos camundongos (Figura 50) que ocorreram no 60° dia apés a infecgéo.

No primeiro conjunto de experimentos, as analises imunohistoquimica (Figura 46
- A-C) e de gPCR (Figura 46 D) foram realizadas, mas nenhuma diferenca (p>0.05) foi
encontrada entre os grupos IS e IEx para ambos os métodos de analise. Um
camundongo sedentario deste conjunto mostrou uma carga parasitaria de T. gondii
(gPCR) muito pequena, mas em concordancia com o0s resultados da analise por
imunohistoquimica. Uma explicacdo de machos serem mais susceptibilidade a
patdogenos que demandam perfil Thl para combaté-los pode estar relacionado ao fato
gue a testosterona leva os animais a um perfil Th2 (PINZAN et al., 2010). Assim, para
estender o tempo de infeccdo no modelo de envelhecimento, como no segundo
conjunto de experimentos, os camundongos C57BL/6 poderiam ter sido infectados com
menos cistos (<5), ou se poderia ter utilizado camundongos menos susceptiveis ao T.
gondii, como a linhagem BALB/c e/ou camundongos do género feminino. Desta forma,
com a longevidade maior, seria possivel alcancar resultados consistentes relacionados
as diferencas das cargas parasitarias cerebrais entre animais exercitados e

sedentarios.

Ainda considerando nestes dois Ultimos conjuntos de experimentos (itens 4.8.1 e
4.8.2) o exercicio de forca se mostrou adequado, uma vez que houve aumento de forca
em ambos 0s conjuntos de experimentos. A avaliacdo da carga maxima (1 RM) do
primeiro conjunto de experimentos (Figura 52) aponta que o grupo avaliado (IEx)
obteve aumento (P<0, 0001) da forca até a infeccao (ocorrida logo apos a avaliacao de
n° 3) alcancando mais de 2x sua média de massa corporal. No entanto, a massa
corporal diminuiu dramaticamente (P<0,0001) para o menor valor, apdés o0s

camundongos serem infectados.



128

Os resultados sobre a avaliacdo de 1-RM (Figura 53) de ambos os grupos (IEx e
NIEX) do segundo conjunto de experimentos, mostrou uma diferenca significante
estatisticamente inicial entre os grupos (P<0,01) e esta diferenca se tornou maior
(P<0.0001) apos a terceira semana de avaliacdo. Esta diferenca inicial indica que a
infeccéo pode interferir no rendimento do exercicio mesmo quando 0 exercicio inicia-se
na fase cronica da infecgcdo por T. gondii (Figura 53). Em experimentos prévios
utilizando duas linhagens de camundongos, C57BL/6 (e.g.: Figura 26 e Figura 40) e
BALB/c (Figura 26) o aparato de escalada mostrou-se igualmente eficiente. E
importante destacar que os BALB/c, ap0s seis semanas de treinamento, tiveram um
melhor rendimento que os C57BL/6 e chegaram a 1 RM de 400% de seus pesos

corporais, enquanto que os C57BL/6 alcancaram 200%.

Em relacdo a pretensdo de patentear o aparato de escalada, esta nao foi
possivel, uma vez que uma patente de equipamento similar para ratos foi requerida por
dois inventores chineses na Europa (TANG; WANG, 2011).

Quanto ao animal que morreu do primeiro conjunto de experimentos, a
mortalidade de camundongos C57BL/6 ap0s a infeccao oral por T. gondii parece ser
devido a necrose severa do intestino delgado, que foi mostrado ser dependente de
linfocitos T CD4" e mediado por IFN-y (LIESENFELD et al., 1996). Além disso, a
revisdo de Walsh e colaboradores (2011a) discutiu que a atividade fisica de alguma
forma pode aumentar a permeabilidade gastrointestinal, e que ela pode se tornar
severa no exercicio exaustivo. Chao e colegas (1992) encontraram em experimentos
gue a natacdo nao é deletéria para camundongos na infeccdo aguda com a cepa Me49
de T. gondii. Por outro lado, como discutido anteriormente, no segundo conjunto de
experimentos (Figura 50), em que os camundongos realizaram exercicios fisicos
somente 30 dias apdés a infeccdo e somente cinco cistos foram usados, ficou
evidenciado que camundongos exercitados sobreviveram mais tempo (P>0,05) quando
comparados aos sedentarios. Analisando-se, concomitantemente, estes dados pode-se
inferir que o exercicio fisico tem potencial para gerar efeitos deletérios na fase aguda
da infeccao pelo T. gondii. Para melhor entender este assunto, trabalhos futuros que

envolvam exercicio fisico em fase aguda da infeccdo por T. gondii devem ser
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realizados, especialmente no que se refere a intensidade e tipo de exercicio (resistido

e/ou aerobico).

Os dados sobre IFN-y e IL-10 (Figura 47 A e B) claramente mostram que
camundongos exercitados tiveram uma resposta Thl mais significativa quando
estimulados por STAg (P<0,001), considerando-se uma maior producdo de IFN-y e
uma inalteracdo na producéo IL-10, culminando assim, em uma maior razao de IFN-
y/IL-10. Estes dados corroboram com Terra e colaboradores (2013) ao encontrarem
que linfécitos e macréfagos de camundongos exercitados potencializaram sua
eficiéncia através da maior producdo de citocinas de perfil Thl (e.g.: IFN-y, IL-12 e
TNF-a) quando estimulado, in vitro, por LPS, ConA e/ou Leishmania major. Este
aumento do perfil Thl para combater os parasitos intracelulares, em especial o T.
gondii € crucial (GAZZINELLI et al., 1991; GAZZINELLI et al., 1992). Além disso,
guando os esplendcitos do grupo IEx foram estimulados com LPS, suas respostas nao
foram tdo expressivas. Resultados confirmados pelos de Terra e colaboradores (2013)
em que o exercicio fisico prévio pode levar o hospedeiro a uma resposta de IFN-y mais
eficiente, e desta forma, proporcionar que estas células, quando fossem desafiados por
um parasito intracelular como o Toxoplasma gondii, respondessem de maneira mais

equilibrada aos perfis Th1/Th2.

Chao e colaboradores (1992) demonstraram que a implementacdo de um
programa de natacgdo diaria atenuou significantemente a elevacéo dos niveis de TNF-a
séricos causados pela infeccdo por T. gondii, esses autores foram os Unicos que
trabalharam com T. gondii e exercicio fisico até o presente. Neste mesmo experimento

utilizaram camundongos fémeas BALB/c e como rota de infeccdo a via intraperitoneal
(IP).

Alguns modelos animais tém sido estudados extensivamente nas ultimas duas
décadas, e a linhagem C57BL/6 tem se mostrado a mais promissora, com Vvarias
vantagens, tais como, sua ampla disponibilidade, mudancas genéticas e varias
linhagens mutantes (BALLAK et al., 2014). Para o modelo de infecgcdo com T. gondii, a
linhagem C57BL/6 € a mais estudada devido a sua alta susceptibilidade a este parasito
(MCLEOD et al., 1984). Henry e Beverley (1976) foram os primeiros a demonstrarem
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haver diferencas na susceptibilidade entre os géneros, sendo as fémeas menos
susceptiveis ao T. gondii que os machos. O aumento da susceptibilidade dos
hospedeiros ao protozoério tem sido descrito (ROBERTS; WALKER; ALEXANDER,
2001) e esta maior susceptibilidade de machos, pode estar relacionado ao fato da

testosterona levar os animais a um perfil Th2 (PINZAN et al., 2010).

Sobre a rota de infec¢do, Meyer e colaboradores (2013) discutiram que através
da via IP pode-se garantir a infeccao, e ela pode ser realizada de maneira mais rapida
guando comparada a infecgéo via oral. No entanto, discutiram ainda que a via IP pode
ser mais severa e pode levar o hospedeiro & morte mais rapidamente, tanto por afetar a
replicacdo do parasito quanto pela expanséo das células imunologicas do hospedeiro.
Estes mesmos autores sugeriram também que a infeccédo oral podera ser mais util em
analises in vivo e mais real quando se trata da resposta do sistema imunolégico contra
T. gondii, assim como, para estudos de candidatos terapéuticos a medicamentos e

tratamentos desta toxoplasmose.

Atualmente, o exercicio fisico tem sido utilizado para prevenir e tratar muitas
doencas, como uma terapia ndo farmacoldgica em estudos in vitro (WALSH et al.,
2011a; WALSH et al.,, 2011b). Assim, sugere-se para experimentos futuros que
estudem a modulagéo do exercicio fisico na resposta imunoldgica contra o T. gondii, e
que tanto o modelo animal utilizado quanto a via de infeccdo escolhida sejam

adequados aos objetivos propostos.

No protocolo experimental estudado optou-se por exercicios ndo estimulados
(e.g.: por estimulagédo elétrica). Abordados por Lerman e colaboradores (2002) que
pesquisaram, dentre varias linhagens de camundongos, os animais C57BL/6J e
encontraram que estes animais apresentaram 0s mais altos niveis de rendimento
aerobico com a corrida voluntaria sem eletroestimulacdo, e 0os mais baixos niveis
quando forcados (estimulo elétrico). Em teste piloto ao protocolo experimental foi
realizado um experimento com adicional maximo de velocidade durante seis semanas
com camundongos C57BL/6, e estes camundongos alcancaram velocidade de até 20
m/min. Estes dados foram similares aos relatados previamente (18.6+6.1 m/min)

também por Lerman e colaboradores (2002). No que se refere a velocidade (14 m/min)
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adotada neste protocolo, como sendo a de seguranca, € a de manutencédo do estado
ativo dos camundongos a fim de se evitar injurias. Além disso, no primeiro conjunto de
experimentos, os camundongos eram mais jovens (4-13 semanas) do que os utilizados
por Lerman e colaboradores (2002) durante a corrida voluntaria em que estavam com

5-6 meses de vida.

Para o presente estudo o protocolo experimental enfatizou as inter-relacdes
entre a pratica de exercicios fisicos regulares e a modulagdo do sistema imunoldgico
frente a infeccdo por T. gondii. Assim foram utilizadas velocidade de corrida moderada
no treinamento aerdbico e porcentagens menores de 1RM (60-80%) no treinamento
resistido. Além de se evitar as analises de lactato, devido ao fator estressor que a

coleta regular de sangue poderia causar nos animais.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou o ganho de for¢a que o treino resistido promoveu
aos camundongos que utilizaram o aparato de escalada. Este aparato foi validado para
a realizacdo de exercicios fisicos resistidos por camundongos, no que se refere ao
ganho de forga, e apresenta a possibilidade de se avaliar a ocorréncia de hipertrofia

muscular esquelética nestes animais.

Foi demonstrado no presente modelo experimental que uma maior producéo de
IFN-y em paralelo a manutencao das taxas de IL-10, permitiu uma maior razdo de IFN-
y/1L10, caracterizando uma resposta imune com perfil Thl, que é considerada protetora

contra T. gondii.

Em adic&o, ndo foi detectada diferenca significativa na carga parasitaria cerebral

entre animais jovens exercitados e sedentarios.

Finalmente, foi demonstrado que exercicios fisicos regulares (aerdbicos e
resistidos) interferiram beneficamente na estimulacdo do sistema imune do hospedeiro,
uma vez que estes foram capazes de prolongar a vida de camundongos infectados por

este parasito.

E sugere-se que, na busca do conhecimento sobre os efeitos regulatérios do
exercicio fisico no sistema imune de animais infectados com T. gondii, futuras
pesquisas sejam realizadas também com camundongos fémeas, e ambos 0s géneros
em diferentes fases da vida, especialmente a senil. Além disso, faz-se necessario
pesquisar 0 grau de modulacdo do sistema imunoloégico que os exercicios fisicos

aerdbicos e resistidos, isoladamente, possam promover nestes mesmos animais.
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7 APENDICE

Figura 54 - Miguel e Sr. Caju (Carlos Humberto de Oliveira)

Responsavel por tutorar a construgdo dos equipamentos e por guiar para encontrar os profissionais
certos na construcdo dos equipamentos.
Fonte: Préprio autor (2013).
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Figura 55 - Sr. Pardal (Catarino D. Alcantara).

Construiu a bobina para formar o ima eletromagnético.
Fonte: Préprio autor (2013).
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Figura 56 - Construcéo dos aparatos de acrilico.
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Aparatos de acrilito para construgcdo do labirinto "cruz e zero" e gaiolas para esteira.
Fonte: Préprio autor (2013).
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Figura 57 - Sr. Moacir José da Silva.
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Adaptagédo mecénica para reducéo da velocidade da esteira.

Fonte: Préprio autor (2013).
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Figura 58 - Sr. Kaio A. Lopes

Fabricacéo do Labirinto em Cruz e prot6tipo final do aparato de escalada.
Fonte: Préprio autor (2014).
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Figura 59 - Grupo de estudo de Imunologia do Exercicio.

Nomes (da esquerda para direita) Wener, Cezinha, Ismair, Miguel, Pedro, Luciana, Fabio e Guilherme.

Fonte: Préprio autor (2013).
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Figura 60 Equipe (amigos) do Laboratorio de Imunoparasitologia.
/

Fonte: Préprio autor (2012).
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Figura 61 - Minha mée, Sra. Geni Luiza Sordi Bortolini.

Produziu os primeiros saquinhos para colocar as bolas de chumbo utilizadas no aparato de escalada.
Além do apoio incondicional ao meu doutoramento.
Fonte: Préprio autor (2013).



