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RESUMO. Este trabalho teve como objetivo determinar os niveis de fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa) sérico e produgio de peréxido de hidrogénio (H,O,) por
macréfagos peritoneais em camundongos experimentalmente infectados pelo Trypanosoma
cruzi e submetidos ao treinamento fisico realizado antes da infec¢io ou ao exercicio fisico
durante o periodo de infecgio. Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas com 30 dias
de idade, inoculados com 1.400 tripomastigotas sanguineos da cepa Y. O exercicio fisico
consistia em atividade de intensidade moderada em esteira rolante. As dosagens foram
realizadas com material coletado no 13° dia de infeccio. Para a dosagem de TNF-alfa, foi
utilizada a técnica de ELISA de captura. A producio de H,O, foi expressa por coloragio
produzida apés a incubagio de macréfagos peritoneais com peroxidase e a leitura realizada
em aparelho de ELISA. Nio foram encontradas diferengas significativas nas concentragdes
de TNF-alfa e produgio de H,O, entre os grupos infectados. O treinamento fisico realizado
antes da infeccio e o exercicio fisico realizado apés a infecgao nio foram capazes de alterar
significativamente os niveis de TNF-alfa e a produgio de H,O, na infecgao pelo T. cruzi.

Palavras-chave: exercicio fisico, Trypanosoma cruzi, TNF-alfa, H,O,.

ABSTRACT. Production of tumoral necrosis factor-alpha and hydrogen peroxide
during Trypanosoma cruzi infection in mice submitted to exercise. This study aimed
to determine the levels of seric tumor necrosis factor-alpha (TINF-alpha) and production of
hydrogen peroxide (H,O,) by peritoneal macrophages in mice experimentally infected with
T. cruzi and submitted to pre-infection exercise training and to post-infection acute exercise.
Female 30-day-old BALB/c mice were inoculated with 1,400 blood trypomastigotes of Y-
strain T. cruzi. Exercise programs consisted in moderate-intensity activity and were carried
out in a treadmill. The measurements were performed with material collected at the 13"
day after infection Serum TNF-alpha was evaluated using capture ELISA. H,O, production
was expressed by coloration produced after incubation of peritoneal macrophages and the
measurement was performed using an ELISA reader. There were no statistically significant
differences in TNF-alpha levels and H,O, production between the trained and non-trained
infected groups. Thus, the physical training performed before infection and physical
exercise performed after the infection were not able to change the levels of TNF-alpha and
production of H,O, in the infection by T. cruzi.

Key word: physical, exercise, Trypanosoma cruzi, TNF-alpha, H,O,.

Introducao

O Trypanosoma cruzi é o agente etiolégico da
doenca de Chagas que afeta entre 16 ¢ 18 milhdes de
pessoas na América Latina (MONCAYO, 2003). O
tratamento etioldgico da doenga de Chagas € limitado e
nio possui completa eficicia, além de apresentar efeitos
colaterais importantes (ARAUJO et al., 2001).

Assim, o estudo de medidas alternativas tais
como terapias homeopiticas, influéncia de estilo de
vida, entre outras, as quais possam oferecer
beneficios a esta populac¢io torna-se necessirio. Um
exemplo é a pesquisa desenvolvida no Laboratério
de doenga de Chagas da Universidade Estadual de
Maringi sobre a agio do medicamento Canova® na

resposta i infecgdo (OLIVEIRA et al. 2008),
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O exercicio fisico também é um agente que
possui a capacidade de influenciar o sistema
imunolégico, onde os estudos apontam que a pratica
de atividade fisica em intensidade moderada
promove melhoras globais no mecanismo de defesa
do organismo (WOODS, 2005). Nio existem dados
que demonstrem influéncia dos exercicios fisicos na
evolucio da fase aguda da doenga de Chagas.
Durante a infecgio aguda pelo T. cruzi, o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-alfa) é uma das citocinas
que atua na resisténcia ao agente infeccioso (REYES
et al., 2006), alcangando pico de produgio por volta
do 13° dia de infecgdo. Os macréfagos também
fazem parte da resposta do hospedeiro e, quando
ativados, sio capazes de destruir tripomastigotas de
T. cruzi pelo aumento da produgio de perdxido de
hidrogénio (H,0O,), entre outras substincias (MELO
et al., 2003).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia de um programa de treinamento aerdbio,
realizado antes da infecgio e de um programa de
exercicio aerdbio, realizado durante a infec¢io na
produgio de TNF-alfa e de H,0O, em camundongos
experimentalmente infectados pelo T. cruzi.

Material e métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comissio de
Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da UEM.
Foram utilizados 63 camundongos BALB/c, fémeas,
com 30 dias de idade, divididos em dois protocolos:

1 - Treinamento pré-infec¢io: grupo cronico
treinado infectado (CTI) (N=15); grupo crénico nio-
treinado infectado (CNI) (N=14); grupo crénico
treinado controle (CTC) (N=5); grupo cronico nio-
treinado controle (CNC) (N=5). O programa de
treinamento fisico foi realizado em esteira rolante
durante oito semanas, com uma sessio didria de
treinamento, cinco vezes na semana, com duracgio de
30 a 45 min. na primeira semana, 45 a 60 min. na
segunda semana ¢ 60 min. nas demais. A velocidade
média foi de 14 m min.” nas quatro primeiras semanas
e de 18 m min.” nas quatro Gltimas.

2 - Exercicio fisico pés-infecgio: grupo agudo
treinado infectado (ATI) (N=7); grupo agudo nio-
treinado infectado (ANI) (N=7); grupo agudo treinado
controle (ATC) (N=5); grupo agudo nio-treinado
controle (ANC) (N=5). O programa de exercicio fisico
foi iniciado em esteira rolante 3h ap6s a inoculagio, com
uma sessio didria realizada até o sétimo dia de infecgio
com duragio de 30 min. e velocidade de 6 a 8 m min.™
nos dois primeiros dias, 45 min. e velocidade de 8a 16 m
min.” do terceiro ao quinto dia, 55 min. de 10 a 16 m
min.” nos demais dias.
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Esta intensidade de exercicio fisico aerdbio
corresponde a um grau de esfor¢o moderado. A
esteira rolante ¢ um modelo para seres humanos
com adaptagio para treinamento de animais de
pequeno porte, com sensibilidade de velocidade de 2
m min.”". O treinamento foi realizado de segunda 2
sexta-feira em ambiente com temperatura controlada
(20-22°C). Nio foram utilizados mecanismos para
induzir o animal a se exercitar.

A infecgio foi realizada com  1.400
tripomastigotas  sanguineos da cepa Y, via
intraperitoneal.

As concentracbes de TNF-alfa foram avaliadas
por meio da técnica de ELISA de captura,
desenvolvida de acordo com o fabricante (R&D
Systems®, Mineapolis, MN, USA). O soro foi obtido
no 13° dia de infec¢io. As concentragdes da citocina
foram determinadas com referéncia a uma curva-
padrio obtida com a citocina murina recombinante.
Os resultados foram expressos em pg mL™.

Para a produgio de H,0,, macréfagos peritoneais
de trés animais de cada grupo, obtidos no 13° dia de
infecgio, foram lavados com PBS a 1.500 rpm por 10
min. 2 x 10° células em 100 pL de PBS foram
adicionadas a 100 pL de tampio vermelho fenol
(0,56 nM) com peroxidase (0,01 mg mL" de 4dgua
destilada) em pogos de microplaca de 96 orificios.
Apés incubagio a 37°C h' em cimara Gmida, a
reacio foi interrompida com 10 pL de NaOH, 1M.
A leitura da absorbancia foi feita a 620 nm em leitor
de ELISA. As dosagens foram realizadas em
quadruplicata e expressas em nanomol de H,O, (2 x
10%)~" células.

Foram realizados os testes T de student ¢
ANOVA,
utilizando-se o programa Statistica® versio 6.0.

com nivel de significAncia de 5%,

Resultados e discussao

O protocolo de exercicio fisico utilizado foi
bem aceito pelos camundongos. Lightfoot et al.
(2001) relatam que camundongos BALB/c tém
grande afinidade com a atividade fisica realizada
em esteira.

No experimento com treinamento fisico pré-
infecgio, os animais infectados (CTI e CNI)
apresentaram niveis séricos de TNF-alfa 680%
maiores que animais nio-infectados (p < 0,0001)
(Figura 1). Embora a diferenca nio tenha sido
significativa, os grupos infectados que foram
submetidos ao programa de treinamento pré-
infecgio ou ao exercicio pés-infecgio (CTI e ATI)
apresentaram nfveis de TNF-alfa 14 ¢ 10%
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respectivamente maiores que seus controles nio-
treinados. O grupo CTC apresentou nivel de TNF-
alfa 73% maior que o grupo CNC (p < 0,05)
(Figura 1).
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Figura 1. Niveis de TNF-alfa (média * erro-padrio) medidos no
13° dia de infecgio experimental pela cepa Y do T. cruzi, em
camundongos fémeas BALB/c submetidos ou nio ao treinamento
antes da infecgio ou ao exercicio durante a infecgio e seus controles
nio infectados. Grupos descritos em material e métodos. * p <0,0001,
comparando animais infectados com seus controles nio-infectados.
**p < 0,05, comparando os grupos CTC x CNC.

Neste trabalho, os niveis de TNF-alfa foram
maiores nos grupos submetidos ao exercicio fisico
quando comparados aos seus controles nio-
treinados (CTI x CNI, CTC x CNC, ATI x ANI
e ATC x ANC). No entanto, esta diferenga sé foi
significativa na comparagio do grupo nio-
infectado submetido ao treinamento fisico
comparado com o seu controle nio-treinado
(CTC x CNC), sugerindo que as adaptagdes nos
mecanismos que regulam a produgio de TNF-alfa
causadas pelo treinamento fisico foram menos
influenciadas pelo
infec¢io.

A produgio de H,0, ¢ indicador do grau de
ativagdo de macréfagos e estd ligada 3 resposta do
hospedeiro ao T. cruzi (MELO et al., 2003). No
protocolo com
producio de H,O, para os grupos infectados foi
significativamente maior que para os controles
nio-infectados (p < 0,0001), fato que nio ocorreu
no experimento com exercicio durante a infec¢io
(Figura. 2). Este resultado indica a importincia da
infec¢io na produgio deste reagente.

exercicio fisico que pela

treinamento  pré-infecgio, a

Nio foi observada diferenca significativa entre
os grupos CTI, CTC e ATI, em relagio aos seus
respectivos controles nio-treinados, ANI, CNI e
CNC embora os macréfagos de animais do grupo
CTC tenham produzido 17,6% a menos de H,O,
que o grupo-controle nio-treinado CNC. Este
comportamento também foi observado por
Bacuau et al. (2000).
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Figura 2. Produgio de H,O, por macréfagos (média * erro-
padrio) no 13° dia de infec¢io experimental pela cepa Y do T.
cruzi, em camundongos fémeas BALB/c submetidos ou nio ao
treinamento antes da infec¢io ou ao exercicio apds a infecgio e
seus controles nio- infectados, descritos em material ¢ métodos.
*p < 0,0001 comparando animais infectados do protocolo com
treinamento antes da infecgdo com seus controles nio-infectados.

Conclusao

Embora estatisticamente ndo significativa, a
maior concentragio de TNF-alfa, tanto no grupo
submetido ao treinamento fisico pré-infec¢io
quanto no grupo infectado e subsequentemente
submetido ao exercicio fisico, quando comparados
com seus respectivos controles infectados pode ser
um indicio de influéncia do exercicio fisico na
resposta a infecgdo pelo T. cruzi.

Ajustes no modelo experimental, envolvendo
entre  outras  caracteristicas, linhagem  de
camundongos, cepa ¢ indculo do parasito podem
gerar informagdes importantes para esclarecer a
relagio entre o exercicio fisico e os mecanismos de
controle do TNF-alfa e da produc¢io do peréxido de
hidrogénio enquanto agentes controladores da
infecgio.
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